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La toxoplasmose due au paraditexoplasma gondest une maladie infectieuse qui touche
les animaux et les hommes. Il s’agit d’'une anthropmose ubiquitaire, habituellement bénigne
et asymptomatique chez limmunocompétent. La tox®iplose se révele redoutable chez
'immunodéprimé ou le foetus. La premiere complmatest la survenue d’'une toxoplasmose
aigué létale chez I'immunodéprimé, la deuxieme darafon est la réactivation du parasite a
I'occasion d’'une immunodépression, comme par exendahs les toxoplasmoses cérébrales.
L’atteinte oculaire (choriorétinite) est possiblehez limmunodéprimé comme chez
'immunocompétent. La troisieme complication estrEnsmission transplacentaire du parasite
au foetus, ce qui donne la toxoplasmose congéniite¢econséquences sont variables en fonction
de I'dge de la grossesse au moment de l'infecti@s. conséquences vont de l'avortement
spontané a la mort foetale uterg des choriorétinites jusqu’'a des formes asymptmues.
Malgré de nombreuses recherches, concernant a isaldodéveloppement de nouveaux
médicaments et celui de vaccin, I'arsenal thérageeteste trés restreint.

L’objectif des travaux présentés dans ce mémoitedessynthétiser des molécules et
d’évaluer leur efficacité suf. gondii Ce mémoire est consacré dans un premier volet a |
synthese de carbazolequinones, comprenant aiiso-carbazolequinones et depara
carbazolequinones, et dans un deuxieme volet alli@tion biologigue des composés sur
Toxoplasma gondii

Les carbazolequinones sont des molécules qui omttrénades propriétés biologiques
intéressantes. Un produit naturel comme la CabatieiA extraite d’'une cyanobactérie a montré

une activité antimalarique a des concentration®mafaires.

Calothrixine A
(Calothrix cyanobacterin

Concernant leortho-carbazolequinones, nous nous intéressons a laioade Diels-
Alder mettant en jeu ces quinones avec des canhbeslieccomme l'acétoxybutadiene ou le
cyclopentadiéne. Nous obtenons ainsi des benzausds§d,6-diones. Concernant Igmra
carbazolequinones, nous nous intéressons auxavade cycloaddition 1,3-dipolaire mettant en
jeu ces quinones en tant que dipolarophiles etdgeses comme les oxydes de nitriles et les
azotures. Nous nous intéressons en particulierragimsélectivité de ces cycloadditions. Nous

obtenons ainsi des isoxazolocarbazole-4,10-diongmeolocarbazole-4,10-diones.
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Structure ortho-carbazolequinone

O
@ O
9
N
/
R
N
/ O
R o)
Structure para-carbazolequinone
-
9
/N
Et 0

Concernant I'évaluation biologiqua vitro des composés synthétisés, nous examinons la
cytotoxicité, l'inhibition de la croissance deshgzoites ainsi que I'inhibition potentielle de la
purine nucléoside phosphorylase (PNP) enzyme clé& deie de sauvetage des purines, seule
voie d’'acces pour le parasite aux bases puriquesldcage de ce métabolisme entraine la mort

du parasite.
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CHAPITRE 1 : LES ORTHO-CARBAZOLEQUINONES ET DERIVES
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I-DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Dans un premier volet de cette partie bibliographjonous nous sommes intéressés aux
alcaloides de structu@tho-carbazolequinones : leurs propriétés biologiquegss différentes
voies de leur synthese. Dans un deuxieme volets nous sommes intéressés a la réaction de
Diels-Alder mettant en jeu desrtho-quinones, en nous limitant toutefois awttho-

carbazolequinones et a des structures assez prgghssnt leortho-indoloquinones.

Structure ortho-carbazolequinone

o)
W@" »
9 9
/N /N o)
R R o)

carbazole-3,4-dione carbazole-1,2-dione

Structureortho-indoloquinone
R3 0 R3
7 /
N/ R,
N /N 0
R/ Ry o)
1

1) Alcaloides de structureortho-carbazolequinone

Des produits naturels de structure ortho-carbanitene (Schéma 1) ont été isolés

partir de divers Streptomyces Streptomyces exfoliatug419-SvT2* 2 3

viridochromogeneg942-SVS3, etStreptomyces violace@#48-SVT2.

, Streptomyces

! K. Shin-Ya, M. Tanaka, K. Furihata, Y. Hayakawa,3¢to Tetrahedron Lettersl993 34 (31), 4943 - 4944,

2 N. Orihara, K. Furihata, H. Set6he Journal of AntibioticsL997, 50(11), 979 - 981.

#K. Shin-Ya, T. Kunigami, J. S. Kim, K. Furihata, Mayakawa, H. Set®iosc. Biotech. Biocheni997 61 (10),
1768 - 1769.

4K. Shin-Ya, S. Shimizu, T. Kunigami, K .Furihat#, Seto.The Journal of Antibiotisl995 48(7), 574 - 578.
® M. Tanaka, K. Shin-ya, K. Furihata, H. Sefthe Journal of Antibioticsl995 48 (4), 326 - 328.
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Carbazoquinocine-A : R = (CH,),CH(CH3)CH,CH;
Carbazoquinocine-B : R = (GHCH(CH;),
Carbazoquinocine-C : R = (GCHg
Carbazoquinocine-D : R = (GHHCH(CH;)CH,CHz
Carbazoquinocine-E : R = (GHCH(CHg),
Carbazoquinocine-F : R = (GICH(CH;),

OO WNER

7 Carquinostatine-A:R=H 9 Lavanduquinocine
8 Carquinostatine-B : R = OH

Schéma 1

2) Activités biologiques décrites pour ces alcaloés :

Ces alcaloides ont montré des propriétés biologigutgressantes et ont fait I'objet de
nombreuses études. Nous pouvons citer :
- Linhibition de la toxicité du L-glutamate et lepropriétés antioxydantes pour la
lavanduquinocine et les carquinostatines.

- L’inhibition de la peroxydation lipidique pourdecarbazoquinocines A et B.

3) Les différentes voies de synthese degho-carbazolequinones

Une des voies de syntheses des carbazole-3,4-diopesir étape clé une substitution
électrophile effectuée sur une diméthoxyaniline par cation complexe tricarbonyl fer du
cyclohexadiéne. Cette méthotié ® ° a permis la synthése de molécules naturellestglie la
carbazoquinocine-@, la carquinostatine-A et la lavanduquinocin@.

La synthésé de la carbazoquinocine-B (Schéma 2) est ainsi réalisée a partir du 2,3-
diméthoxytoluenel0 commercial. Une bromation avec dN+tbromosuccinimide NBS suivie
d’'une métallation en utilisant do-butyllithium et une alkylation avec le 1-bromohema
permettent d’obtenir le compo4@ avec un bon rendement. Ce dernier est ensuite etitréduit

par hydrogénation catalytique pour donner l'anilswbstituéeld. La réaction avec le cation

®H.J. Kndlker, W. Frohnefetrahedron Letters1997, 38(9), 1535 - 1538

"H.J. Knélker, W. FrohneSynlett 1997, 9, 1108 - 1110

8H.J. Kndlker, E. Baum, K.R. Reddyletrahedron Letters200Q 41 (8), 1171 - 1174
®H.J. Knélker, K.R. ReddySynlett, 1999 5, 596 - 598
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complexel5 conduit au complex&6 qui, par démétallation avec I'oxyde de triméthyiiaen
dans I'acétone et déshydrogénation catalytique eldmmomposd?7. Les deux dernieres étapes
correspondent a une déméthylation avec ;BBuis une oxydation a l'air pour obtenir la

carbazoquinocine-C.

OMe OMe OMe
HNO; , Ac,0
OMe \Bs. MeCN OMe 1) n-BuLi, THF, -78°C OMe ACOH
25°C, 3h 2) n-GHysBr, -78 & 25°C 0O°C, 75 min
Me Me Me
Br C7H1s
10 11 (88%) 12 (84%)
OMe OMe
Fe'(CO) BFy
OMe .,  Pd-C, MeOH ove © 15
25°C, 2,5h MeCN , air
OzN Me HzN Me 25°C ' 6] (OC):)’Fé
C/Hq5 C7Hys
13 (60%) 14 (83%)

1) MeNO , Me,CO 1) BBry, CH,Cl,

56°C , 4h -78°C a 25°C, 30 min
2) Pd/C , o-xyléne 2) air , MeCN
145°C , 4h 25°C, 24h
17 (85%) 3: Carbazoquinocine-C (65%)
Schéma 2

Knolker etal 1999 ° ont développé une cyclisation oxydative initiée leapalladium I
d’un intermédiaire de type anilino-3,4-benzoquinoRar cette stratégie, ils ont pu accéder a la
carbazoquinocine-@ et a la carquinostatine-A déja synthétisées par la voie précédente. Nous
décrivons, dans le schéma 3, la synthése du conmpo€& dernier est obtenu a partir du
composél2 en trois étapes avec un rendement global de 29%.ddméthylation avec BBr
conduit au dérivé dihydroxyl8 qui donne, apres oxydation et addition nucléopddd’aniline,
I'anilinobenzoquinonel9 qui sera cyclisée dans I'acide acétique en préseecdiacétate de

palladium (Schéma 3).
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OMe OH

OMe OH .
BBr; / CH,Cl, 1) o-chloranil / B0 / -6°C / 1h
-78°C a 25°C 2) aniline / MeOH / -6°C / 20h
Me 16h Me
C/H1s C;Hys
12 18 (92%)
Pd(OAc) (1.1 eq)
AcOH /55°C / 4h
C7H15
19 (73%) 3: Carbazoquinocine-C (43%)
Schéma 3

La carbazoquinocine-G a été également prépar€e' en quatre étapes & partir de la

para-benzoquinon@0 avec un rendement global de 39% (Schéma 4).

o OMe
OMe 0.3 eq Pd(OAg) Me
Anlllne MeOH 2.5eq Cu(OAcQ‘
25°C, 1h AcOH , 117°C o
Me 3a4j N\
21(84%) 22 Q1%) H
0 OMe C7H15 C7H15 OMe
HO
C7H15MgC| , THF
-78°C, 3h
C7H15
N\
23(55%) H 24 (8%) H 25 (traces) H

MeOH , HBr conc.
25°C, 1h

3 (92%)
Schéma 4

La réaction du magnésientd;sMgCl a —78°C sur la quinor22 conduit majoritairement
a lintermédiaire23 qui, par oxydation en milieu acide donne le congp8savec un bon

rendement.

19°H.J. Knélker, K.R. Reddy, A. WagneTetrahedron Letters998 39 (45), 8267 - 8270
' H.J. Knélker, W. Frohner, K.R. Redd$ynthesi®002 4, 557 - 564
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Les Carbazoquinocines 3, 4, 5 et 6, ainsi que d’autres alcaloides naturels de strectu
carbazole ont été obtenus par une troisieme voisydthése™ = utilisant comme produit de
départ le 3-iodoindole-2-carboxaldéhy@6. Nous illustrons cette voie par la synthése de la

carbazoquinocine-R qui est obtenu en 9 étapes avec un rendement gleli®% (Schéma 5).

OEt
[
BUgSn\/\
NaH , PhSGCI
N\ CHO — = CHO " o ) cHo
\ DMF, 0°C EyN'CI', PACh(PPh), N
26 }4

DMF , 80°C \
27 (83%) SOzPh 28 (84%) SOPh

1) HC=CMgBr

THF , t.a. tBuOK tBuOH
2) MOMCI , iPBpNEt —%c OMOM

CHCl, 50°C N\ OMOM OMOM r\{

oPh SOZPh H
29 (80%)
30 43%) " 31 (41%)
NaOH 3M
OFEt OEt

1) TMSCI, Nal Me Me

MeCN , -20°C | 9-heptyl -9-BBN |
2) TH,0 , pyridine oTf PdCh(dppf), NaOH CH,),CHM

CHCl, , ta. N THF, 80°C N (CHCHMe,

H H
32 (54%) 33(76%)
OH
Me
BBr3, CH,Cl, | O (PhSe0)O
_78°C é 25°C N\ (CH2)4CHM62 THF y 500 (CH2)4CHM62
H
34(91%) 2: Carbazoqumocme-B (90%)
Schéma 5

La protection de l'azote indolique avec un groupetrteenzene sulfonyle suivie d’'une
réaction de couplage avec un alcénylstannane coaducompos&8. Une réaction avec un
magnésien puis un traitement par le chlorométhyhgé&ther (MOMCI) permettent d’obtenir le
compose29. Ce dernier chauffé dansrt-butanol en présence dert-butanolate de potassium
conduit au mélange des carbazoBs et 31. La déprotection de&0 est complétée par un

traitement avec de la soude 3M.

127 Choshi, H. Fujimoto, E. Sugino, S. Hibirdeterocycles1996 43(9), 1847 - 1854
13T, Choshi,.H. Fujimoto, C. Nagayama, E. SugindiiBino. J. Org. Chem.1997, 62(8), 2535 - 2543

10
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La réaction de31 avec chlorure de triméthylsilyle (TMSCI) et d’'iadude sodium suivie
d’'un traitement par I'anhydride de trifluorométhankonyle conduit au triflat@2. Ce dernier
est alkylé par une réaction de couplage avec lepdyh9-BBN (9-heptyl-9-borabicyclo[3.3.1]
nonane) en présence de PdCL’heptylcarbazole33 est traité par BBr pour donner
I’hydroxycarbazole34 qui est ensuite oxydé par (PhSgyonduisant a la carbazoquinocine-B
2.

Plus récemmen®ygiin et Pindur 2000 et 2003 “ont développé une voie de synthése
efficace permettant d'accéder a la carbazoquineCiBeet a de nombreux analogues. L'étape clé
est une réaction de cyclisation entre un 2-vingledet le chlorure d’oxalyle. Nous décrivons
cette nouvelle méthode pour la synthese du comBaséartir du 1-phénylsulfonylindold5

(Schéma 6).
Et

| AN 1) LDA , THF | AN 1) CRCOH , NEf
N 2) 3-décanone \ OH 2) NaOH , EtOH
\ \  GCHis
35 SOPh 36 SOPh
| \ / Me | N\ F 1) (COCl)
N C7H15+ ¥ N\_CeHys 2) AlCI;
37 H 38 H
3 R =CHis R,=CH; (59%)
39: R =GCHs, Ry = GHyz (54%)
Schéma 6

La premiere étape correspond a une alkylation dyaunoindolique par addition
nucléophile du carbanion formé en position 2, suB4décanone conduisant a la formation de
I'alcool 36. Ce dernier est déshydraté puis déprotégé pounedoon mélange des deux
vinylindoles régioisomere87 et 38 qui réagissent avec le chlorure d’oxalyle en farmia

carbazoquinocine-@ et I'analogue39.

Rawat et Wulff 2004 ont préparé la carbazoquinocine&via une réaction de

cyclisation photochimique d’'un complexe 3-indolyleane (Schéma 7).

1 A, Aygun, U. PindurSynlett200Q 12 1757 - 1760
5 A, Aygun, U. PindurJ. Heterocyclic Chem2003 40(3), 411 - 417
6 M. Rawat, W.D. Wulff.Organic Letters2004 6 (3), 329 - 332.

11
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MeQ, Cr(CO) MeQ OH

n-hept Me
\ hv, CO, THF O 1) NaH, MgSO,
_— >

\ n-hept  2)t-BuOK, DMSO, Q

N Me N\
Bn Bn
40 41 (65%)
MeO OMe
Me 1) BBry
O 2) NalQ,

’\{ n-hept

H

42 (94%) 3: Carbazoquinocine-C (77%)

Schéma 7
Lirradiation photochimique du complex4¢0, dans une atmosphere de monoxyde de
carbone, engendre une insertion d’'un CO puis @tidis conduisant au carbazole substi4dé
La carbazoquinocine-@ est obtenue a partir de ce dernier apres les £@gpenéthylation du
groupement OH, déprotection de I'azote, déméttyates fonctions méthyléther par BEat

enfin oxydation par Nal©

4) Synthése des benzocarbazole-5,6-diones

Les benzocarbazolequinones qui intéressent notude ébibliographique sont des
molécules tétracycliques possédant un cycle begaéraccolé en C1-C2 ou en C3-C4, au noyau
ortho-carbazolequinone (Schéma 8).

noyauxortho-carbazolequinones ortho-benzocarbazolequinones

Schéma 8

Trois syntheses de benzocarbazole-5,6-diones gontas dans la littérature. Leur point
commun est I'hétéro cyclisation d’une aminophénghoxynaphtoquinone en milieu acide selon
une réaction d’addition nucléophile intramolécwdaite la fonction amine sur la quinone. Ces

trois syntheses different par les méthodologiegsnén ceuvre pour accéder a ce précurseur.

12
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La premiére méthodé’ consiste en un couplage de gara-bromoquinone43 avec
I'organostannand4, catalysé par Pd(PBh et CuBr, suivi d’'une hydroxylation en position 8 d
la quinone45 a l'aide du tert-butyl hydroperoxyde (t-BuOOH) d@u Triton B. I'étape de
cyclisation est réalisée au reflux du méthanol eisgnce de d’acide sulfurique$0, avec un
rendement de 80% et donne un mélangeatéhb-quinone4? et de lgpara-quinone48 dans des
proportions égales (Schéma 9). Des analodiisgbstitués ont été obtenus Paalkylation de

ces deux derniers dérivés.

NHBOC
44 OMe O 45(92%)

OMe

0 o MeO, Me
Br Me Me
Pd(PPR), , CuBr Triton B , tBUOOH
+
dioxane , 100°C, 1h NHBOC THF
MesS
(0]
43

MeOH, H,SO,
_—
NHBOC A, 3h

80%

Schéma 9

La deuxiéme méthod® consiste en une nitroarylation de 2-hydroxy-1,ghtaquinones
49, suivie d’'une réduction du groupement N@ar hydrogénation catalytique a température
ambiante puis une hétéro cyclisation au refluxaeetate d’éthyle conduisant & un mélange des
guinonesb3 et 54 dans des proportions qui varient selon la natesesibstituants|RR; et R
(Schéma 10) et (Tableau 1).

" A.M. Echavarren, N. Tamayo, O. De Frutos, A. Gartetrahedron Letters1997, 53(49), 16835 - 16846
18 K. Kobayashi, T. Taki, M. Kawakita, M. Uchida, ®orikawa, H. KonishiHeterocycles1999 51 (2), 349 - 354

13
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R, OH F >
K,COs , DMSO
+ NG
100°C
R{ R3

1) H,, PtG,
AcOEt , t.a.

2) air

AcOEt , reflux

Schéma 10

Tableau 1 Influence de R Ry, R; sur le rendement d&8 et54.

Ry R Rs3 %53 % 54
Me Me H 24 75
Me Me Me 18 74
MeO Me H 22 48
MeO Me Me 26 51
MeO MeO H 41 45

Plus récemment, Cruces &t2002° ont obtenu la quinonB6 & partir du cétoestds
par une réaction de condensation de Claisen qudubrdans un premier temps a un
intermédiaire biphénol qui, dans les conditionsctiéanelles, sera oxydé en quinone. La
seconde étape est une réduction du groupemeptcbi@uisant a I'intermédiairg7 qui n'a pas
été isolé mais chauffé au reflux de I'acétate ¢etlpour donner le mélange des deux quinones
58 et 59. L’ortho-quinone58 est obtenue majoritairement avec un rendementléle (6chéma
11).

193. Cruces, E. Martinez, M. Treus, L.A. Martine£;.Estevez, R.J. Estevez, L. Castébietrahedron2002 58
(15), 3015 - 3019

14
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OMe

KOH,EtOH, Me

OMe reflux 30 min OMe H,, PtG
_— >

_—
AcOEt , t.a.

/‘

AcOEt, reflux
23h <

Schéma 11

5) Réactions de Diels-Alder mettant en jeu desxrtho-quinones

Etant donné le quasi absence, dans la littératigr&ravaux sur la réaction de Diels-Alder
desortho-carbazolequinones, nous évoquerons, pour illusteetype de réaction, les travaux
réalisés sur lesrtho-indoloquinones qui sont des structures assez psodé notre modéle.

Des cycloadditions [4+2] mettant en jeartho-indoloquinonesO et le 1-azadienél ou
le 2-azadiéne62 ont été menées dans notre laboratdite Dans les mémes conditions
opératoires, deux types de réactivité ont été ebseselon la structure de I'azadiéne (Schéma
12). Le 1l-azadiéneésl réagit sur la double liaison C=C de la quinone rpoanduire au
cycloadduit de type pyridoindoloquinoi®8 tandis que le 2-azadié® réagit sur une double
lisison C=0 pour donner la structure spirani@de instable dans les conditions réactionnelles.

Elle s’ouvre pour donner finalement le comp65¢

2y, Bernardes Genisson, P. Nebois, M. Domard, HoRi Chem. Pharm. BulR00Q 48(6), 893 - 894
15
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Me
j/

ﬁ 61
NMe,
THF , ta.

o yOSiMeztBu

o N
60 ( 62
OiPr

THF , t.a.

O’//,,/H e O

Schéma 12

Cai etal 1990% ont effectué également la cycloaddition entre lgnone 66 et le
cyclopentadiéne dans le benzene a 0°C. lls onhabd&clusivement le cycloadduit primaBé
(Schéma 13). La stéréochimsadode ce dérivé a été confirmée par spectroscopiRMiN-H
NOE différentielle.

NHCO,Et

o { @

Benzeéne, 0°C

66
Schéma 13

Somei etal 1995% ont effectué la réaction de Diels-Alder entre lengne68 et divers
carbodiénes tels que le cyclopentadiene, le 2,&ifliptbutadiéne, le 1-acétoxybutadiene, le 1,3-
pentadieéne, le 1-méthoxy-1,3-cyclohexadiene et(&-dcetoxyvinyl)cyclohéxene (Schéma 14).

Dans ces réactions les adduits primaires n'ontépagsolés et les régioisomereste 73 et 74

2Lp. Cai, J.K. Snyder, J-C. Chen, R. Fine, L. Validetrahedron Ledrs,199Q 31(7), 969 - 972
22 M. Somei, Y. Fukui, M. Hasegawsieterocycles1995 41 (10), 2157-2160

16



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

n'ont pas été observés. La structure de ces compesé déterminée par une étude

cristallographique réalisée sur les dérivés acéésxgorrespondants.
NHACc

NHAc NHAc

69 (81%)

\
H
HaC

@ CHs  70(100%)

CH
\OAC NHAG j 3
o)
Z CHg
OCH, O

Cc

OA
74.(39%)

OAcC NHAc
5
CHs 7
5
s
NHAc 71 (40%)
73(41%)
72 (22%)

Schéma 14

S. V. Chernov el 2000%0ont réalisé des cycloadditions de Diels-Alder ssdrtho-
indoloquinones’6a et 76b qui ont été obtenues a partir des 5-hydroxyind@eset 75b par
oxydation au moyen du sel de Frémy. La réaction/8ia avec le cyclopentadiene dans le

méthanol a température ambiante conduit au cycloadddo77a lls ont ensuite réalisé, dans

#3.V. Chernov, E.E. Shults, M.M. Shakirov, Y.V. (&at, I.Y. Bagryanskaya, G.A. TolstikovRuss. J. Org.
Chem 200 36(11), 1623 - 1633

17
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les mémes conditions, la cycloaddition @ea et 75b avec 'acide levopimariqué8 et ils ont

obtenu les structuré®aet79b de configuratiorendo(Schéma 15).

R R
g :
Sel de Frémy
/ Me / Me
HO O
CO,Et O CO,Et
75a:R=H 76a: R=H
75b: R = Me 76b: R = Me
H H
J Z H
N N
Me H M
/ MeOH, t.a. / €
o 63%
o) COEt o) CO.Et
76a 77a
R Me
i-Pr
R
/ CO,Et
N MeOH, t.a.
/ Me -+
G O
O COEt ~: S
76a Mé TOoH b o
hoh 78 79a:R=H (51%)

79b: R=Me (64%)
Schéma 15

18
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[I-TRAVAUX PERSONNELS

Le but de notre travail consiste a réaliser detoegltlitions [4+2] entre une carbazole-1,2
ou 3,4-dione et des carbodienes ou des azadiemed’atcéder aux structures benzo- ou
pyridocarbazolequinones. Récemment, une étudenpnéire a été menée au sein de notre
laboratoire concernant les cycloadditionsrtho-carbazolequinones. Les travaux de DEA de

Mlle Djamila Latréche 2002* ont porté sur |'utilisation de la carbazole-1,2m#81.

1) Synthese de carbazole-1,2-diones :

La premiere étape consiste a obtenir les 2-hydambgazoles. Le 2-hydroxycarbaz@ea
est un composé commercial. Le 2-hydroxy-9-mé(Bid)-carbazole80b est obtenu palN-
méthylation sélective du compo8@aavec un rendement de 80% (Schéma 16).

NaH /

OH . OH

DMF/THF

CH |
N 80% N

\ \

80a H 80b Me

Schéma 16
Nous avons choisi d’effectuer cette alkylation dloisgélective selon la méthode mise au
point par Albanese el 2°. Cette méthode permet uNealkylation directe san®-protection, et
ceci en générant le dianion par un exces de bate(foydrure de sodium NaH 60%, 2,5 éq.) et
enN-alkylant dans des conditions rigoureusement anky@ehéma 17).

OH O Na'
O base , solvant O
—_—_—

N N
H Na"
80a R-X
H, O
g g . O
N N
N \ \
R H R
80b 80c 80d
Schéma 17

24 M. Compain-Batissou, D. Latréche, J. Gentili, Naldhshofer, Z. Bouazihem. Pharm. Bull2004 52(9),
1114 - 1116
% D.Albanese, D.Landini, M.Penso, G.Spano, A.Trebidletrahedron1995 51(19), 5681 - 5688

19
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En choisissant les bonnes conditions réactionneldes peut obtenir de tres bons
rendements en compo86b et diminuer les proportions des produits@talkylation 80c et de
dialkylation80d.

La chimiosélectivité et les rendements sont meilean utilisant le mélange de solvants
THF/DMF. En effet, dans un solvant polaire aprotidal que le THF, le dianion existe sous la
forme d’agrégats de paires d’'ions trés peu réadtiggldition d’une quantité limitée d’'un solvant
plus polaire et qui solvate bien les cations ted UDMF, converti les agrégats en paires d’'ions
libres et donc plus réactives.

La deuxieme étape consiste a oxyder les 2-hydrokgezales80a et 80b au moyen du

sel de Frémy, en excés, préparé selon la méthodareer®® (Schéma 18).

Sel de Frémy
O O OH acétone / eau O C ©
N
\

t.a., 60 min N 'e)
R R
80a R=H 8la R=H (64%)
80b R=Me 81b R=Me (42%)
Schéma 18

Les auteurs ont proposé un meécanisme général, dmsant sur la stoechiométrie

observée, concernant I'oxydation radicalaire desnpls (Schéma 19).

“ON(SOK), - HN(SOK),

R R R
L
OH
*ON(SOK),
-HON(SOK),
R
Sel de Frémy : ¢
Nitrodisulfonate O O 0O
de Potassium
s, ‘onsoK), - HN(SOKK),
2K* /N—O <
0.3 _ ON(SOK
5 . R=H R ONSQK): 3
Schéma 19

% H. Zimmer, D.C. Lankin, S.W. HorgaBhem. Rey1971, 71(2), 229 - 246
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La carbazole-1,2-dion8la obtenue n’est pas trés stable en solution dansdesnts
usuels. De plus, elle se dégrade lentement loragessaye de la purifier par chromatographie
sur gel de silice. Des travaux antérieurs suplas-carbazolequinone$’ ont montré que la N-
alkylation de ces dérivés améliore leur solubilieéyr stabilité et de ce fait leur réactivité comme
dienophile dans la réaction d’hétéro Diels-Aldee@les 1- et les 2-azadiénes. Dans ce but, nous
nous sommes proposés de préparer la quiBdhela synthése de cettetho-carbazolequinone
a été effectuée selon la méthode précédente.

Nous avons constaté que la N-méthylation n’a paéliara la stabilité et nous pensons

que le faible rendement de la réaction d’oxydaéienen partie di a I'instabilité de la quinone.

2) Réactions de cycloadditions [4+2] de la carbaasll,2-dione

Deux essais de cycloaddition ont été réalisés,dat I'acétoxybutadiene, I'autre avec
le cyclopentadiene (Schéma 20).
La réaction avec I'acétoxybutadiene a été réakseseflux du THF et conduit au dérivé

aromatique32 avec un rendement de 56%. Le cycloadduit prim@dagyas été observé.

O X @]
THF, reflux, 15 h
A 56% o
OAc

Schéma 20
La réaction avec le cyclopentadiene a été effectlades dichlorométhane GEI, a —

10°C. Seul le cycloadduéindo83 a été obtenu avec un rendement de 49%.

0 CHCI,
. -10°C , 1 nuit
\ 5 49%
\
H

8la

Schéma 21

Nous avons confirmé la stéréochingado de 83 par spectroscopie de RMM NOE
différentielle. Les interactions observées soniguées ci-dessous.

2T A. Poumaroux, Z. Bouaziz, M. Domard, H. Filliddeterocycles1997, 45(3), 585 - 596
21
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Schéma 22

-I'irradiation du signal de H-4a a 3,42 ppm, domne réponse au niveau de H-11c a 4,12
ppm (10,8%) et au niveau des H-12 a 1,71 ppm (3,1%)
-I'irradiation du signal de H-11c a 4,12 ppm domume réponse au hiveau de :
H-4a a 3,42 ppm (11,8%)
H-1 et H-4 & 3,59 ppm (4,1%)
H-12 a 1,71 ppm (3,8%)
H-11 a 7,87 ppm (3%)
-I'irradiation du signal des protons H-12 a 1,7Trpgonne une réponse au niveau de
H-1 et H-4 & 3,6 ppm (11%)
H-11c a 4,12 ppm (6,7%)
H-4a a 3,41 ppm (3,6%).

Les interactions observées par l'irradiation deofhére83 selon la technique RMH
NOE différentielle confirment sans ambiguité laé&b&himie attribuée

La tentative d’obtenir des dérivés de type pyridbaaolequinones par cycloaddition de
la quinone81 avec divers azadienes n'a pas abouti. Ces réaatmmduisent a des mélanges de
nombreux produits qui ne semblent pas correspaakalérives attendus. Il est en effet rapporté
dans la littératuré® % *° que dans les conditions des réactions de DielsrAldsortho-quinones
présentent des réactivités assez variées. Ellevepeuréagir comme carbodienophiles,

hétérodienophiles, carbodienes ou hétérodienes.

3) Synthése de la carbazole-3,4-dione :

Nous avons envisagé de synthétiser la carbazoleqe8Y en trois étapes a partir du 3-
aminocarbazole commerci@ft. Nous avons préparé dans un premier temps le skhdenium

85, que nous avons hydrolysé par la suite pour obke@-hydroxycarbazol86 (Schéma 23).

28| Horner, H. MerzJustusLiebigs Ann. Chem195Q 570(1), 89-120
29V, Nair, S. KumarJ. Chem. Soc., Perkin Trans.1996,443 - 447
30 A. M. Echavarren, J. K. Stilld. Am. Chem. Sqcl988,110(12), 4051 - 4053
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Hso4
NH OH
O 2 HZO H,S0,
\ 2304, NaNOZ T 90°C, 12h

E £l
84 85 86 (31%)

Schéma 23

Un test au3-naphtol permet de vérifier la formation du seldigzonium. Il consiste en

un couplage azoique donnant un précipité rouges{8al4).

N, HSO, N=N
NaOH 10%

85 B-naphtol précipité rouge

Schéma 24

L’hydrolyse du sel de diazoniu®5 en milieu acide a chaud donne I'hydroxycarbazole
86 avec un rendement de 31%. Pour tenter d’améllereendement de cette étape, nous avons
appligué d’autres méthodes décrites pour les sethakonium aromatiques.

L’'une de ces méthodes est décrite par Horningl 973" et consistait & préparer des
phénols par décomposition des tétrafluoroboratesetide diazonium aromatique par reflux dans
I'acide trifluoroacétique contenant du trifluorotat@ de potassium. Malheureusement cette
méthode ne nous a pas permis d’améliorer les edsule cette étape. Une autre méthode décrite
par Cohen e&l 1977°% basée sur I'oxydation des radicaux aryles en ghéyar les ions cuivres
et qui consiste en I'addition de & a une solution diluée du sel de diazonium dissians une
solution contenant un large exces de nitrate dereuCu(NQ),. La réaction s’effectuait a
température ambiante ou méme a 0°C donc avec ummdddion a priori beaucoup moins
importante que lors de I'hydrolyse acide. Le rendetmaximal que nous avons pu obtenir était
de 32%, mais il diminuait lorsque la quantité diedeediazonium augmentait. Nous avons donc

retenu la méthode standard c'est-a-dire I'hydrotitseel de diazonium en milieu acide a chaud.

31 D.E. Horning, D.A. Ross, J.M. Muchowskian. J. Chem. / Rev. Can. Chit973 51 (14), 2347 - 2348
32T, Cohen, A.G. Dietz Jr., J.R. Misér.Org. Chem.1977, 42(12), 2053 - 2058
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Nous avons synthétisé la quindBie(Schéma 25), en oxydant I'hydroxycarbaz8tepar
le sel de Frémy en excés que nous avons prépam keiméthode de Zimmer 1971 . Le
rendement global pour I'obtention du prodgita partir de 'aminé&4 est de 16 %.

OH 0 @]
Sel de Frémy
O acétone / eau
N t.a., 45 min, 54 % O N
\ \
86 Et

87 Et

Schéma 25

4) Oxydation de I'aminocarbazole avec le sel de Fmgy

Au vu du faible rendement en carbazole-3,4-di@% une oxydation directe de
I'aminocarbazole84 par le sel de Frémy a été tentée (Schéma 26). Bvss obtenu les deux
dimeres92 et 93. La réaction procederait par la formation dangpremier temps d’un mélange
de I'aminophénoB8 et de lortho-quinone imineB9. Une addition nucléophile de I'amirdd ou
de I'aminophénoB8 sur la quinone imin&9 conduirait aux intermeédiaireéX) et 91 qui seraient
oxydés par la suite.

Des réactions similaires ont été observées dditglature lors de I'oxydation, par le sel
de Frémy, d’amines aromatiques substituées enigogtira par un groupement alkyle ou

alkyloxy 3334,
OH 0O
™ s o T (e
O sel de Frémy O + O
/N N N
Et 84 E{ 88 E{ 89
B (@] N O
89 84 ‘ sel de Frémy 0 R
ou / {
: e
92: R=H (10%) O 3
L 93: R=0H (30%) N
Et

Schéma 26

33 H.J. Teuber, G. Jellinelchem. Ber, 1954 87 (12), 1841 - 1848
3 L. Horner, K. SturmChem. Ber, 1955 88(3), 329 - 338
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Le mécanisme d’oxydation d’amines aromatiques pasel de Frémy a été décrit par
Zimmer etal %°. Le radical stabilisé par I'effet mésomére donrgrit'atome d’azote se forme en
ortho de I'amine primaire aromatique, la positionpama étant substituée (Schéma 27).

*ON(SOK),
2 _HON(SOK),

. o)
- HN(SOKK), O NH
N O
E{ 89

Schéma 27

5) Réactions de cycloadditions [4+2] de la carbazsl3,4-dione
5.1) Réaction avec I'acétoxybutadiene

La réaction de cycloaddition [4+2] entre la carbaZh4-dione87 et I'acétoxybutadiéne
a été realisée au reflux du toluene pendant 12brésence d’alumine basique et en utilisant un
exces du diéne (3,9 équivalents) (Schéma 28). kvé&d@romatiqued4 est obtenu avec un
rendement de 35%. Le cycloadduit primaire n'a géobservé.

O O
Toluene
O | © N Reflux, 12h ©
+
s Alumine
/N basique
Et OAc
87 Acétoxybutadiéne 94 (35%)
Schéma 28

5.2) Réaction avec le cyclobutadiene

La réaction a été effectuée dans le dichlorométhmeralant 6h a 0°C en utilisant 9
équivalents de cyclopentadiéne fraichement distill&s en chauffant a 40°C pendant 48h en

présence de silice. Le compd@eest obtenu avec 26% de rendement (Schéma 29).
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(0]
0]
O | @ 1) CH,Cl,, 0°C, 6h
+
N 2) CH,Cl,, Silice, 40°C, 48h
/
Et Cyclopentadiene

87 95 (26%)
Schéma 29

5.3) Réaction avec un azadiene

Nous avons essayé de synthétiser detho-pyridocarbazolequinone87 ou 98 en
réalisant une cycloaddition entre I'azadiéd®a et la carbazoledion87 (Schéma 30). Nous
avons obtenu un meélange complexe de plusieurs sddes difficiles a isoler. Le seul composé
gue nous avons pu isoler par chromatographie danwe de gel de silice est une aminoquinone
99 obtenu avec un rendement de 18%. Vu le faibleemmiht de ce dérivé, nous n'avons pas

cherché a déterminer sa régiochimie.
O

Oy 35
/
(-
N N
/ I
Et NMe,
87 96a
o
1) CH,Cl,
2) Al,O3 basiquef | O
>
/N NMe,
Et
99 (18%)
Schéma 30

Avec la carbazolequinor&la nous avons effectué des cycloadditions uniquermest
I'azadiéne96h.

Cre . 5™
O + N/ —— nombreux produits
I

N o)
\H NMe,
8la 96b
Schéma 31
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Nous avons essayeé diverses conditions de réaatigpirées pour la plupart d’exemples
du laboratoire, afin d’améliorer la réaction et litenir les produits de cycloaddition [4+2].
Ainsi, nous avons fait varier la température, lvaat, la nature du réactif d’'aromatisation. Tous

les essais sont résumés dans le tableau 2.

Tableau 2: essais de cycloaddition en8&aet96b.

Solvant Température Temps Réactif Autres
d’aromatisation

EtOH absolu reflux 1 nuit AD; basique
EtOH absolu reflux 1 nuit AD; basique Y
EtOH absolu reflux 6 H AD; basique Multra-sons
EtOH absolu t.a 48 H silice
THF anhydre reflux 1 nuit ADs basique
THF anhydre t.a 1 nuit AD; basique

Toluéne reflux 1 nuit A3 basique

tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

Aucun produit n’a pu étre isolé. Faute de résulatsourageants et concluants, nous
avons renoncé a la synthésertho-pyridocarbazolequinones. Les rendements des oéactie
cycloadditions [4+2] avec lesrtho-carbazolequinones sont plus faibles que ceux abtemec
les para-carbazolequinones, ce qui nhous a amené a utitieerdernieres afin d’étudier leur

réactivité vis-a-vis de dipOle dans les réactiomgytloadditions 1,3 dipolaires.
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CHAPITRE 2 : CYCLOADDITIONS DIPOLAIRES-1,3 SUR DES PARA-
CARBAZOLEQUINONES
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I-DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Depuis la découverte des premierpara-carbazolequinones, isolées ddurraya
euchrestifolia Hayataplante médicinale poussant en Asie du Sud, cesoddles ont suscité
I'intérét des chercheurs chimistes et biologistEéane part pour développer des stratégies de
synthése conduisant aussi bien a ces moléculesehasugu’a de nouveaux analogues et d’autre
part pour étudier leurs activités biologiques. Nowsis sommes intéressés, dans cette partie
bibliographique, aux différentes structures et acdtivités biologiques décrites pour les
alcaloides possédant un noymara-carbazolequinone.

De point de vue synthese, nous avons choisi d'qpelila réaction de cycloaddition 1,3-
dipolaire entre un@ara-carbazolequinone et un oxyde de nitrile ou un@zopour accéder a
des molécules tétracycliques, répondant respectimemaux structures isoxazolo-
carbazolequinone et triazolocarbazolequinone. Hbustrer cette stratégie de synthése, nous
nous sommes intéressés a la bibliographie des agditions 1,3-dipolaires dgsara-quinones

avec les oxydes de nitriles et avec les azotures.

1) Alcaloides de structures para-carbazolequinones

Des produits naturels ayant la structpega-carbazolequinone ont été isolés a partir de
différentes plantes ou bactéries. Le genre Murrdgda famille des Rutacées, en particulier les

35 36 37 38 39 40 41 ast une source d’alcaloides

especesM. euchrestifolia et M. koenigii
particulierement importante.

Ce sont des plantes médicinales, poussant en Asi8ud, qui sont utilisées comme
analgésique ou anesthésique local et pour soieeréma, le rhumatisme et les oedérffes
Clausenaexcavateaest utilisée pour soigner les douleurs abdominéesmorsures de serpents et
comme agent de désintoxicatith*®. Le schéma 32 illustre les principaux alcaloideison été

isolés.

% H. Furukawa, T.S. Wu, T. Ohta, C.S. Ku@hem. Pharm. Bull1985 33(10), 4132 - 4138

% T.S. Wu, T. Ohta, H. Furukawa, C.S. Kusteterocycles1983 20(7), 1267 - 1269

$7C. Ito, M. Nakagawa, T.S. Wu, H. Furukav&hem. Pharm. Bull1991, 39(10), 2525 - 2528

% H. Furukawa, M. Yogo, C. Ito, T.S. Wu, C.S. Ku@hem. Pharm. Bull1985 33(3), 1320 - 1322

%9C. Ito, T.S. Wu, H. Furukaw&hem. Pharm. Bull1988 36 (7), 2377 - 2380

40 C. Ito, Y. Thoyama, M. Omura, |. Kajiura, H. Fuavka.Chem. Pharm. Bull1993 41 (12), 2096 - 2100
41 C. Saha, B.K. Chowdhurhytochemistry1998 48(2), 363 - 366

“2T.S. Wu, S.C. Huang, P.L. Wu, K.H. Lé&ioorg. Med. Chem. Left1994 4 (20), 2395 - 2398

“3R.W. Rickards, J.M. Rothschild, A.C. Willis, N.Me Chazal, J. Kirk, K. Kirk, K.J. Saliba, G.D. Shit
Tetrahedron1999 55(47), 13513 - 13520
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R,= R,= Ry= H : Murrayaquinone AN. euchristifolig®

R;= H, R= OMe, R= prényle : Murrayaquinone BA; euchristifolig
R;= H, R,= OMe, R= géranyle : Murrayaquinone ®( euchristifolia)35
R;= H, R.= OH, Rs=géranyle : Murrayaquinone /( euchristifolia)35
R;= H, R=OH, Ry=prényle : Murrayaquinone B/( euchristifolia)37
R; = H, R, = OMe, R = H : Koeniginequinone Al\. koenigiD41

R,= OMe, R = OMe, R = H : Koeniginequinone BY. koenigi)**

35, 36

Clausenaquinone A{ausenaexcavaty'>

Bismurrayaquinone A Bikoeniquinone A
(M. koenigi)*° (M. koenigi)*®

Pyrayaquinone A R = H : Pyrayaquinone BJ. euchrestifoliz)38
(M. euchrestifoliy® R = prényle : Pyrayaquinone ®(euchrestifoliy®®

Calothrixine A Calothrixine B

(Calothrix cyanobacterna‘l13

Schéma 32

(Calothrix cyanobacterni13
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2) Activités biologiques décrites pour ces alcaloéd

La murrayaquinone A a montré une action inotropgtp@ triphasique sur le ventricule
myocardique du cochon de Guin&eElle s’est également révélée étre cytotoxiquereodes
cellules de lignées tumorales de type SK-MEL-5 imy#es dans le mélanome et Colo-205 que
I'on retrouve dans le carcinome du colon avec dmscentrations inhibitrices 50 % Gb
respectivement & 2,58 et 3,85 pug/MLMurraya koenigiipousse au Sri Lanka et au Nigéria. De
facon empiriqueMurraya koenigiiest utilisé comme stimulant, anti-dysentériquedats la
pathologie diabétique. Les extraits au méthanoltides deM. koenigiidu Nigéria contiennent
plusieurs alcaloides du carbazole parmi lesquelsrarve la murrayaquinone A. Ces extraits
n'ont pas révélé d’activité hypoglycémique. lls sant une dépression chez la souris albinos a
des doses de 25 a 400 mg/ kg. lls se sont momixé&gies vis-a-vis du protozoaif@gichomonas
gallinae avec des Cdp de 34 et 35 pg/ml a 24h. Ces tests ont permisdirmer le role dans la
dysenterie, mais ils réfutent le réle de stimulant’antidiabétiqué®.

La clausenaquinone A a montré une forte activikgbitrice de I'agrégation plaquettaire
chez le lapin : 100 % d’inhibition a 3@y/mL. Elle a également montré une importante aétivi
cytotoxique vis-a-vis de cellules tumorales HCTR®MI-7951 et TE671 a des doses respectives
de 0,92, 0,22 et 3,929/mL % .

La bismurrayaquinone A a montré une activité corgeprotozoairelLeishmania
donovaniet une modeste activité fongicide avec une certaytetoxicité, mais elle n'a pas
révélé d'activité antimalarique sur le protozodtasmodium falciparurim vitro *’.

Les calothrixines A et B inhibent la croissancenduignée chloroquinorésistante de
Plasmodium falciparunavec une valeur de G4 de 58+8 nM et 180+ 44 nM respectivement.
Elles ont aussi montré une activité inhibitrice ldecroissance des cellules de cancer du col
HeLA avec une Cio de 40+ 9 nM et 350 82 nM respectivemerit .

La calothrixine A a montré également une activit@ibitrice de I'ARN polymérase
d’Escherichia coli *®. Cette inhibition est compétitive avec I'ATP (adéme triphosphate)
comme substrat, avec une constante de dissoctticomplexe enzyme-inhibiteur, He 0,23 +
0,11 mM et non compétitive avec 'UTP (uracile kgphate). L'inhibition de [lactivité

enzymatique de 50% a été calculée a 100uM.

K. Takeya, M. ltoigawa, H. Furukawgur. J. Pharmaco).1989 169(1), 137 - 145

4> M. Itoigawa, Y. Kashiwada, C. Ito, H. Furukawa, Fachibana, K.F. Bastow, K.-H. Le&.Nat. Prod.200Q 63
7), 893 - 897

4 A.C. Abebajo, G. Olayiwola, E. Verspohl, E.O. leata, N.O.A. Omisore, D. Bergenthal, V. Kumar, S.K.
Adesina,Pharmaceutical Biology2004 42 (8), 610 - 620

473, Tasler, G. Bringmanithe Chemical Recor@002 2 (2), 114 - 127

“N.T. Doan, P.R. Stewart, G.D. SmifEMS Microbiology Letter2001, 196(2), 135 - 139
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Elle a montré une activité pro-apoptotique surcielfules cancéreuses humaines Jutkat
qui sont des cellules lymphocytaires T. Cette #étigst temps et concentration dépendante. La
Cl 50 pour la calothrixine A a été mesuré a 1,6uM ap2dd d’incubation. Pour une
concentration de 1 uM, le pourcentage de cellulesapoptose est de 9, 14 et 49 % a
respectivement 12 h, 24h et 48h. Pour le contlélpourcentage d’apoptose est de moins de 6%.
Une concentration en calothrixine A inférieure 4\ n’affecte pas la survie des cellules. La
morphologie des cellules observées au microscamréhique montre des cellules condensées,
une condensation de la chromatine et un « blebbidgs membranes plasmatiques (ampoules
membranaires), ce qui caractérise I'apoptose. kdsles traitées par la calothrixine A a 1uM
sont stoppées au stade G2/M du cycle cellulairdragmentation de ’ADN est a la fois temps
et concentration dépendante par rapport a I'exiposé la calothrixine. La ménadione a été
comparee a la calothrixine A. La gl est sensiblement plus élevée, I'arrét du cycleilegle a
lieu a des concentrations plus élevées. La calotieiA a une structure d’intercalant de I'’ADN,
ce qui pourrait expliquer sa cytotoxicité graceon sffet quinone-dépendant. Les quinones sont
des composés trés réactifs, qui peuvent endommiagecellules en générant des radicaux
oxygénes, en oxydant les lipides cellulaires etages ions métalliques comme le fer et le cuivre
ou en modifiant de fagcon covalente les protéineesacides nucléiques.

Une étude de la relation structure —activité arétdisée sur les calothrixines A et B et
une série d’'autres quinones. C’est une étude étditnique en vue de rechercher une éventuelle
relation entre leur potentiel de réduction et lactivité d’inhibition de la croissance des cellules
cancéreuses HelLA. Elle a montré I'absence de etioél directe entre ces deux facteurs.
Néanmoins, toutes les quinones ayant unes{Ck 1,6 pM sont facilement réduites en

semiquinones correspondant@s

3) Carbazolequinones ayant montré des propriétés dlogiques intéressantes :
antiparasitaires, antitumorales, antibactériennes.

Parmi les molécules ayant montré une activité axtplasmique, les hydroxyquinones
comme I'atovaquon&00 se sont révélés d’excellents inhibiteurs de léassemce ddoxoplasma
gondii et sont utilisés en thérapeutique (Schéma 33).s@astures sont proches des carbazoles
et carbazoles quinones. Ces derniers ont montréad@gtés biologiques trés intéressantes,
particulierement comme des antitumoraux et commépamasitaires, en particulier sur
Plasmodium falciparumElles ont aussi montré une activité antibactégen

L’intégralité des propriétés des molécules natasedl été décrite au chapitre précédent.

49X. Chen, G.D. Smith, P. Waring, J. Apphycol, 2003 15(4), 269 - 277
0P H. Bernardo, C.L.L. Chai, G.A. Heath, P.J. Mgh®rD. Smith, P. Waring, B.A. Wilkes. Med. Chem2004
47 (20), 4958 - 4963
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OH 100 Atovaquone

Schéma 33

Des séries de carbazoles dimériques ou monoméyigaeselles ou synthétiguement

modifiées ont montré une activité anti-malariques komposés actifs sont les compd<&s
104, 106, 108, 109, 115, 117" (Schéma 34) .

112 R=H
113 R = CHCH,0CONHPh

109 R = CHCH,OCONHPh

o~
N Q
H

OMe

114 R=CHOH
115 R=CHO

Schéma 34

111 R=0OMe

H

116R=H
117R=Ac

OR

l Me

OR

1 G. Bringmann, A. Ledermann, J. Holenz, M.T. KaoBusse, H.G. Wu, G. Francois, Gui®anta Medica

1998 64 (1), 54-57.
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Parmi les structures proches des carbazoles,ptigilum 118 (Schéma 35) est utilisé
comme cytotoxique, c’est un intercalant inhibitelerla topoisomérase Il ( topo2 ) qui altére le
super enroulement de ’ADN en créant une cassunbldebrin permettant & une portion du brin
d’ADN de passer & travers l'autr&. L'inhibiteur agit en stabilisant le complexe dvage, ce
qui est ressenti par la cellule comme une agredétate. L'elliptinium118a été utilisée comme

modele pour trouver de nouveaux anti-tumoraux.

HO
Me
O me
C N CH,COO
N =
H
Me

118
Schéma 35

L’équipe de Asche 2005 a développé des benzocarbazoles (Schéma 36)Ldaist
voisine de I'ellipticine, et évalué leur activitgtotoxique sur une soixantaine de lignée cellulaire
cancéreuse humaine. Les molécul@8et120se sont révélées sélectivement actives sur les
cellules de leucémies et la moléclizl s’est révelée active sélectivement sur les callde
mélanomes. L’activité la plus importante sur tolésslignés a été obtenue avec un dérivé un

peu particulier, le compog&2 qui est une méthylengquinone

|
I 0
119 120 CH,CH,Ph 121

|
Crppn © 122

Schéma 36

%2 Dossier du CNHIM 2004, XXV, 4-5, Anticancéreuxtilisation pratique (8™ édition)
3 C. Asche, W. Frank, A. Albert, U. KucklaendBioorganic & Medicinal Chemistry2005 13(3), 819-837.
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La daunomycinel23 est un produit antibiotique cytotoxique, de la ileendes
anthracyclines. L'équipe de Tamura 1987 synthétisé des analogues de la daunomyidBe

en introduisant un cycle carbazolequinone : cesoimposd 24.

123 124
O NH; O NHCOR,

Schéma 37

Concernant I'activité anti-bactérienne, plusieugaipes ont synthétisé des dérivés
carbazoles quinones actifs. L'équipe de Hammam 19@&ynthétisé une carbazolequind2é
(Schéma 38) qui a été testée sur 18 microorganjsghelie s’est avérée étre plus active que le
sulfaméthoxazole. . La méme équipe 1878 synthétisé des thiazolocarbazolequindr2&a
133qui se sont révélés étre bactéricides contre le®bas gram + et gram -.

125 R =H R = p-H,NCgH,SONHC(:NH)
126 R,=H R=Ph

127 R, =H R= 4-MeGH,

128 R,=Me  R=Ph

129 R =Me  RB= 4-MeGH,

130 R, =H R= 4-MeOGH,

131 R, =H R= 4-BrCH,

132 R,=COEt R,=Me
133 R =COH R,=Me

Schéma 38

n48 57

L’équipe de Doa a découvert un alcaloide extrait d’'une cyanobactdu genre
Fischerellg le 12-epi-hapalindole E isonitrile, et le indahgmanthridine calothrixine A du genre
Calothrix. Ces alcaloides sont capables de tuer plusieg@n@mes et types cellulaires. lls
inhibent la synthése d’ARN, et par conséquencgrthgse des protéines Bacillus subtilis La
calothrixine A inhibent la réplication de 'ADN. kemesuresn vitro de la synthese de 'ARN
confirment les résultais vivo et suggerent que les deux composés inhibent I'ARNNmMérase

directement. Le degré d’inhibition est indépendista concentration d’ADN mais est fortement

Y. Tamura, M. Kirihara, M. Sasho, S. Akai, J. $eldhi, R. Okunaka, Y. Kitalournal of the Chemical Society,
Chemical Communication$987, 19 1474-1476.

® A.S. Hammam, M.A. EldawyEgyptian Journal of Pharmaceutical Scienck878 17(2), 145-152

% A.S. Hammam, H.S. El-Kashdfac Revue Roumaine de Chinti®78 23(4), 587-593

>"N.T. Doan, R.W. Rickards, J.M. Rothschild, G.D.i®mJournal of Applied Phycolog00Q 12 (3-5), 409-416
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dépendant de la concentration en polymérase. Qes alealoides inhibent 'ARN polymérase
d’Escherichia coli compétitivement avec I'ATP (adénosine triphosphatet non
compétitivement avec I'UTP (uridine triphosphateps valeurs de Ki avec I'ATP comme
substrat sont de 1,3 mM et 0,23 mM, respectivement.

La pyridocarbazolequinorfE84a montré une activité bactéricide modétée

RHNO,

Schéma 39

4) Cycloaddition depara-quinones avec les oxydes de nitriles

Les réactions de cycloaddition dipolaire-1,3 entmepara-quinone et un oxyde de nitrile
conduisent généralement a des structures oxazolmes. Les quinones réagissent dans ce cas
par leurs doubles liaisons C=C. Il a été rappodasdcertains cas, la formation de dérivés
spiraniques, résultat d'une réaction entre le dgblune double liaison C=0 de la quinone.

S. Shiraishi el 1977 1978 1982° ®° 612 gnt réalisé des cycloadditions entre I'oxyde de
2,4,6-triméthylbenzonitrilel39 et une série d@ara-benzoquinones polysubstituées, dans le
chloroforme ou le benzéne a température ambiante.

La plupart des benzoquinones utilisées dans ceitie @onnent des cycloadditions sur

une double liaison C=0, conduisant a la formatierdérivés spiraniques (Schéma 40).

o)
o)
® O CHCl,
+ Ar—C=N—0
15 a 24h, ta. R
R CH3 /O
O Ar = HSCQ >:N
Ar

135 :R = OCH, CHg 137 :R = OCH; (80%)
136:R=Cl 139 138 :R = CI(77%)

% A.S. Yanni, Z.H. Khalil, A.A. Timmawy A Colleitin of Czechoslovak Chemical Communicatiot®91, 56
(7), 1489-1494

°9'S. Shiraishi, S. Ikeuchi, M. Seno, T. Asah&uall. Chem. Soc. Jpnl977, 50(4), 910 - 913

03, Shiraishi, S. Ikeuchi, M. Seno, T. Asah&uall. Chem. Soc. Jpnl978 51 (3), 921 - 925

1T, Hayakawa, K. Araki, S. ShiraistBull. Chem. Soc. Jprl984 57 (6), 1643 - 1649

2T, Hayakawa, K. Araki, S. ShiraistBull. Chem. Soc. Jprl984 57 (8), 2216 - 2218
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O
R R
R R ® O CHCl,, t.a.
+ Ar—C=N—0 N X

10h a 20 jours R

: 7

(e} —N

Ar

139
140 :R =CH; 146 :R = CH;(50%)
141 :R = OCH 147 :R = OCH; (82%)
142 :R=F 148 :R = F (94%)
143: R =Cl 149 :R = Cl (93%)
144:R =Br 150 :R = Br (87%)
145: R = | 151 :R = | (48%)
O O
" R R R* R
R R ® © CHCl
+ Ar—C=N—0 . +
R = 24h, t.a. R o R 5 o R
/ /
139 — —
(@] N N
Ar>; Ar>;
152:R=CIl,R'= OCH 154:R=CIl,R'=OCH (47%) 156 :R =Cl, R'=0CH (11%)
153:R =Br, R'=0CH 155:R=Br, R"'= 0OCH (21%) 157 :R =Br, R'= OCH (13%)
O
(@] Cl CN
Cl CN ® O CHCl,
+ Ar—C=N—0 p— Cl CN
, ta. O o)
Cl CN /
139 —N
0 Ar
158 159(73%)
O
(@]
Cl OMe
cl OMe ® o CHCl,
+ Ar—C=N—0
4 jours, t.a. Me Cl
Me cl 139 /O
o) >:N
Ar
160 161 (66%)
Schéma 40

L'utilisation d'un exces d’'oxyde de nitrile, condi une double addition sur les deux
carbonyles de la quinone.

Parmi toutes les quinones utilisées dans cettegtgadiles les quinonés2et164 et166
ont donné lieu & des cycloadditions sur une dodidison C=C conduisant aux dérivés
isoxazolines163 et 165 et isoxazolel67 dont la régiochimie n'a pas été déterminée par les

auteurs (Schéma 41).
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CHg Ar
Hy CH, ® o CHCl, Ha N
+ Ar—C=N—0 N
15h, t.a. d
139 5
O 162 163(33%)
0 0
H
H3 ® O CHCl 3 Q
+ Ar—C=N—0 N
- 15h, t.a. /7
3
L 139 y CHg Ar
164 165(30%)
O 0 Ar
Me Me
® O &
. Ar—C=N—0 Benzéne \N
5 jours, t.a. ol
S 139 5
166 167(69%)
Schéma 41

Ces mémes auteurs ont également effectué desoréadi cycloaddition entre certaines
de cesp-benzoquinones et 'oxyde de 2,6-dichlorobenzdeitt68 Ils ont obtenu des résultats
assez difféerents que ceux obtenus avec I'oxydeatdkeri39.

- Avec les quinones disubstitué&35 et 136, le site réactionnel est une double liaison
C=C alors qu’avec I'oxyde de nitrile391a réaction se fait sur un C=0.

- Les quinones tétrasubstituéb40 et 141 réagissent avet68 au niveau des deux sites
C=C et C=0 pour conduire a un mélange de prodtaisgis qu’elles réagissent avé89
uniquement au niveau d’'une double liaison C=0.

- Avec la quinone monosubstitud®6 bien que le site réactionnel reste le méme, ils
obtiennent un mélange de deux régioisomeres d68calors qu'aved39, ils n’obtiennent que
le régioisomerel75. Les conditions réactionnelles et les résultafgéamentaux sont résumes

dans le schéma 42.

0O 0
Me OMe Benzéne, t.a. O\N
plusieurs jours
Ar
O O
135 169(71%)
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Benzene t.a.
3 jours

170(63%)
O Ar
O R N=—
o N
R R \ o)
168 N . R R
R Benzéne, t.a. b
i A
1 mois o r R
@]
O
140 (R = Me) 171 (R = Me) (13%) 173(R = Me) (13%)
141(R = OMe) 172(R = OMe) (13%) 174 (R = OMe) (27%)
@) O
Q Ar
Me Me A\ Me \
_— /N + N
O
Ar
e} O O
166 168 Benzene, t.& jours 175(27%) 169(17%)
139 CHClI,, t.a. 175exclusif
Schéma 42

Des prévisions théoriques de l'orientation de kactién ont été réalisées par la théorie
des orbitales frontieres et certaines ont été ooeks par les résultats expérimentaux,
notamment celle concernant le site de réactivitdsdas quinones. Les valeurs des niveaux
d’énergie des orbitales frontiéres calculées pesiioikydes de nitriles et les quinones, ont permis
de classer lep-quinones en deux groupes : un groupe qui donneadeétions sur la double
lisison C=0 et pour lequel la réaction est gouvenpér I'interaction entre la HOMO de I'oxyde
de nitrile et la LUMO de la quinone. L'autre grougenne des additions sur la double liaison
C=C et pour lequel la réaction est gouvernée patetaction entre la LUMO de I'oxyde de
nitrile et la HOMO de la quinone.

G. A. Conway etl ®

ont synthétisé la 5,6-dichloro-3-méthylbenzo[d&srole-4,7 dione
177 qui s’est avéré étre un bon agent antitumoralf aossi bien sur le carcinome ascitique
d’Ehrlich que sur la leucémie lymphocytaire P-1B8&.cycloaddition dipolaire -1,3 est realisée
entre la 2,3-dichlor@-benzoquinond 76 et I'oxyde d’acétonitrile. Ce dernier est générsitu a

partir de I'acétaldoxime par une réaction avecddl milieu basique (Schéma 43).

%3 G.A. Conway, L.J. Loeffler, I.H. Halll Med Chem1983 26 (6), 876 - 884
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cl CHCH=NOH
Ch Ny
/
cl NaHCQ\ om CI O
H,0, 2h, 0 & 5°C
o)
176 177 (20%)

Schéma 43

G. Brahmeshwari eal 1991°% ont synthétisé les isoxazoloquinori80a-e a partir de
'embeline178 et ont testé leur activité fongicide gtusarium oxysporurat Curvularia lunata
Pour cela, ils ont réalisé des cycloadditions d@ipek-1,3 avec des oxydes de nitrile aromatiques
obtenusin situ a partir des chloroxime$79a-e Les auteurs obtiennent un seul régioisomere,
mais ils ne fournissent aucune preuve concernastri@ture du régioisomere obtenu (Schéma
44).

o O Ar
CuHo
CuiH, OH Et,N, Ether N
+  Ar—C=N—OH o N
5h, t.a. @]
’ Cl H
@] . ,
179a :Ar = CgHs 180a(87%)
178 179b : Ar = p-CI-CgHs 180b(90%)

179c :Ar = p-MeO-GHs

0,
179d : Ar = 3,4-di-MeO-GHs iggg(gg 0//2))
179e :Ar = p-(N,N-diMe-amino)-GHs 180e(70%)

Schéma 44
Cette méme équipe 1985a par la suite synthétisé des isoxazolonaphtogesiB2 a-
e, a partir de I'hydroxynaphtoquinori81 et les mémes oxydes de nitrile que précédemment
(Schéma 45).

o Q Ar
OH EtN, Ether N
+ Ar—C=N—OH “oh ta N
& ,ta. O
S 0]

181 179a :Ar= C6H5 182a(80%)
179b : Ar = p-CI-CgH5 182b(78%)
179c :Ar = p-MeO-GHs 182¢(75%)
179d : Ar = 3,4-di-MeO-GHs 182d(80%)
179e :Ar = p-(N,N-diMe-amino)-GHs 182¢e(82%)

Schéma 45

%4 G. Brahmeshwari, S. Ramadevi, M.S. Rao, T.V. Pawnha Raolndian Journal of Chemistry1991, 30B, 369 -
370
% G. Brahmeshwari, V.R. Rajeswar Rao, T.V. Padmaadtdo Indian Journal of Chemistry1 995 34B, 139 - 140
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F. Farina el 1995 ont réalisé des cycloadditions entre les oxydesitriée 184 et 186
et des naphtoquinones disubstituées. L’additiofagexclusivement sur la double liaison C=C
de la quinone. Les réactions avec l'oxyde de ngitdiB4 conduisent généralement aux
cycloadduits primaires de type naphtoisoxazolingissgront aromatisés lors de la purification
sur une colonne de gel de silice pour conduirddmant aux structures naphtoisoxazoles. Avec
I'oxyde de nitrile 186, les cycloadduits primaires ne seront pas isdlésmatisation se fait
facilement dans les conditions réactionnelles.

Dans le cas des naphtoquinones symétriqi#8a-¢ les produits de cycloaddition sont

obtenus avec de bons rendements (Schéma 46).

R O
® O Ether, t.a
+ Phre=NnO @ —— %
1h a 24h
184
R O R (@]
183a :R = OH 185a(80%)
183b :R = OMe 185b(90%)
183c :R = OAc 185¢(80%)
R o] R o) Br
@ O Ether, t.a. A\
+ Br—C=N—0 - N
1h a 24h O/
186
R @] R @]
183a :R = OH 187a(80%)
183b :R = OMe 187b(95%)
183c :R = OAc 187¢(95%)
Schéma 46

Dans le cas des naphtoquinones dissymétriql@®a-d la réaction est souvent
régioseélective, elle conduit au mélange des degioigdmeres attendus dans des proportions
variables (Schéma 47). L’attribution de ces régimiéres est basée sur la comparaison de leurs
spectres RMN H notamment sur le déplacement du proton de laifotn©H en position Rqui
serait plus déblindé dans les régioisomeres det9gejue dans les régioisomeres de t§ypé
La jonctioncis dans les composés de typg9 et 190 est confirmée par la présence, dans leurs
spectres RMN H d’un systéme AB entre 4,9 ppm et 5,5 ppm avecconstante de couplage de
10 Hz.

% F_Farina, M.V. Marin, M.Munoz, M.C. Paredes, RdRguez. Heterocycles]1995 40(1), 413 - 424
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R, O

@ O Ether, t
. P-C=N-0 o0t
5h a 72h

184
R2 O R2 O Ph R2 O
188a :R,= OH, R= OMe 189a(77%) 190a(8%)
188b :R,;= OH, R= NH, 189b(56%) 190b(19%)
188c :R;= OH, R,= NHAcC 189¢(45%) 190c(45%)
188d : R,;= OAc, R= NHAC 189d(9%) 190d(81%)
RRL, O R, O Rk, O Br
® O  Ether,t Q
+ B—C=N—0 bt \N + \N
1h a 24h / /
186 O
R, O R, o B R, O
188a :R;= OH, R,= OMe 191a(63%) 192a(27%)
188b :R;= OH, R= NH, 191b(60%) 192b(20%)
188c :Ry= OH, R= NHAc 191c¢(36%) 192c¢(44%)
188d :R;= OAc, R= NHAc 191d(27%) 192d(63%)

Schéma 47

B. Venugopalan etal ®” se sont intéressés a la synthése de nouvelleormsn
hétérocycliques analogues des anthraquinones afitester leur activité anti-protozoaire, en
particulier contreEntamoeba histolyticalls ont préparé des composés de structure pyrazol
triazolo- et isoxazoloquinoxalinequinone, par desctions de cycloaddition dipolaire en utilisant
respectivement le diazométhane, un azoture ou waleoxie nitrile comme dipbles et une
quinoxaline-5,8-dione comme dipolarophile.

Nous décrivons dans cette partie la synthése deszsloquinoxalinequinonek95a-d
réalisée a partir des quinoné&93a,b et les oxydes de nitrile générés situ a partir des
chloroximes194a-c (Schéma 48). L'oxyde d’argent joue d'une part e rde base pour une
élimination-1,3 basocatalysée de HCI a partir declidoroxime entrainant la formation de
'oxyde de nitrile correspondant. D’autre part, dkyde le cycloadduit primaire de type

isoxazolinequinone en dérivé de type isoxazoloqueno

®7B. Venugopalan, S.Suresh lyer, P.Jayant Karnil,de. Souzateterocycles]1987, 26(12), 3173 - 3180
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|OH

LoV U N e S

/N T DMF, Ag,0O /N
O \N 0°C, 2h O N
R{ © R, Ri

193a: R; = Me 194a: R, = Me 195a: R, = Me, R, = Me (63%)
193b: Ry = Cl 194b: R, = H 195b: R, = Me, R, = H (63%) R,
194c: R, = NG, 195¢: R, = Cl, R, = NO, (18%)
195d: Ry = Cl, R, = H (27%)

Schéma 48

J.L. Stevens e&l 2003 ont effectué la cycloaddition-1,3 dipolaire régigentée sur
des naphtoquinones dissymétriques. L’utilisatioind’ quinone bromée oriente la réaction vers
la formation du seul régioisomere dans lequel tread’oxygene de I'oxyde de nitrile est lié au

carbone bromé de la quinone. L’attribution de tacttre a été réalisée par analyse aux rayons X

(Schéma 49).
OMe O OMe O OMe O
HO
+ )\
ol r  NEG
OMe O 197a OMe O OMe O
196 198a(42%) 199a(26%)
R: CH2CH2CH2
OSi(Me)t-Bu
OMe O OMe O
HQ
B MeO
' N CH2C|2, t.a. O\
* J\ NEt. /N
X R 3
OMe O OMe O R
X = = CH,CH,CH,—
200 197a:X =CI, R ,CH,CH; 1988(00%)
197b:X =Br,R=Br OSBT 199D (78%)
199¢(99%)
197¢ :X = Cl, R = CH(CH,);— 199d (86%)

Q
197d:X=Cl,R = CH—
ety
Schéma 49

% J.L. Stevens, T.D. Welton, J.P. Deville, V. Befiatrahedron Letter2003 44 (49), 8901 - 8903
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5) Cycloaddition depara-quinones avec les azotures

G. Alonso etal 1978 ®® ont synthétisé des dérivés quinoniquesylycosylés du
benzotriazole et naphtotriazole par cycloadditiggolhire-1,3 des azotures de glycosykRa
et202bavec la 2-méthyl-1,4-benzoquino?@l ou la 1,4-naphtoquinorzd4.

La réaction entre I'azoturg02aet la benzoquinon201, au reflux de I'acétate d'éthyle
ou du toluéne, conduit au seul régioisom208 avec un rendement de 20%. Les résultats de
RMN *H ou de spectroscopie UV n’ont pas permis aux astee déterminer la structure exacte

de ce régioisomere (Schéma 50).

o) O
Me AcOrRy o EtOAC ou tolug N
N OAC C OU toluene Me-— /N
OAC reflux, 17 h N
OAc \GI
0O O
201 202a 203(20%)
Schéma 50

Dans le cas de la réaction entre les azotRé2a et 202b, et la naphtoquinon204, la
structure des composés obtenus dépend du solviist wt de la température du milieu.
Lorsqu’elle est effectuée dans l'acétate d'éthyleepérature ambiante pendant 5 jours, la
réaction conduit aux dérivés naphtotriazolediop@s Au reflux de I'acétate d’éthyle pendant
17 heures, elle donne un mélange de produits detsgtes différentes : les naphtotriazolediones
205, les aminoquinoned06 et les aminométhyléne-indanedior28s. En fin, lorsque la réaction
est réalisée au reflux du toluene pendant 17 heetes conduit au seul compo@®7a en
utilisant I'azoture202a et au mélange des deux proddbb et 207b en utilisant I'azoture
202b (Schéma 51).

Les structure05, 206 et 207 sont obtenues a partir du cycloadduit primairetyge
triazoline qui donn&05 par oxydation eR06 ou 207 par élimination de N Cette élimination

étant favorisée par de hautes températures.

%9 G. Alonso, M. Fuertes, M.T. Garcia-Lopez, F.GlateHeras, J.M. Infante, M. Studlur. J. Med. Chem.-
Chimica therapeutical978 13(2), 155 - 160
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@)

N
O‘ N 205a(18%)
0,
oA y 205b(19%)

N
t.a., 5j 3 Gl
o) o)
o)
N
N T +
+ G|_N3 —»EtOAC /
reflux, 17h l\{ NHGI
202a Sl
5 202b o o
204 205a(19%) 206a(5%)
205b(19%) 206b(traces)
toluéne
reflux, 17h 207a(18%)
205b(30%) +207b(16% )
CHOAC CH,OBn
202a:Gl = OAc 202b:Gl= O
OAcC
OAC BnO OBn
Schéma 51

CHNHGI

O

207a(7%)
207b(10%)

D. R. Buckle etal 1983° ont préparé des naphtotriazolediones afin d'étudie activité

antiallergique, évaluée par leur capacité d’inhibee réaction anaphylactique cutanée passive

(rat passive cutaneous anaphylaxis : PCA).

L’'une des méthodes développées par les auteuls egcloaddition 1,3-dipolaire des

naphtoquinone®04 et 208 avec I'azoture209. Les dérivé210a et 210b initialement formés

sont ensuite débenzylés par l'acide trifluoroaaéticpour donner les naphtotriazolediones

recherchée@llaet211b(Schéma 52).

OR. Buckle, H. Smith, B.A. Spicer, J.M. TeddérMed. Chem1983 26 (5), 714 - 719
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OMe

o) 0
Ry Ry N
R; reflux, 5h R; N
© 209 ©
204 ‘Ri=R=H 210a:R; = R, = H (55%)
208 :R; =R, = Me TFA | 210b:R; = R, = Me (42%)
Q H
/
Ry N
N
R; N
O

211a :R; = R, = H (90%)
211b :R; = R, = Me (61%)

Schéma 52

Des dérivés fonctionnalisés en C5 ou en C6 sontitensbtenus & partir d&l1la’. La
premiére étapest une nitration qui conduit au mélange des réginere212 et 213 avec un
rendement de 74% et dans les proportions 9:1. besetsions fonctionnelles sont ensuite
réalisées sur les dérivés nitrés au moyen d’unestisution nucléophile d’anion aldoxime,
alcoolate ou thiolate pour conduire respectivenamm composés hydroxylés, méthoxylés et
thioalkylés (Schéma 53).

o) H 0 I i Ik
Q0 - QO OO0
N +
v 7 {
N HNO; N O,N N
NO
o) 2 0 ' ©
212(maj.) 213(min.)
211a J l
o) H 0 H
/ N
N, L
N N
N - N
R & o)
214 :R = OH 218 'R = OH
215 :R = OMe 219 ‘R = OMe
216 :R = SMe '
217: R = SEt
Schéma 53

" J.M. Tedder, D.R. Buckld. Chem. Research (3983 12-13
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La réaction de la naphtoquino®@4 avec I'azoture de triméthylsily220 "? conduit & la
2-aminonaphtoquinon22l Le rendement de la réaction dépend du solvaligéutie meilleur
rendement est obtenu dans le DMF ou le DMSO (Sch&ha

e} O
DMI_:, 80°C, 2h NH,
_ puis t.a., 12h
+ Me3S|N3 ou
220 DMSO, t.a., 12h
9] (@]
204 221(80 a 90%)
Schéma 54

L. Benati etal 199172 ont étudié I'effet du solvant et de la tempérasuela réaction de
cycloaddition des azotures dp-méthoxyphényle 222 et de p-nitrophényle avec les
naphtoquinoneg04 et son dérivé méthylé en C2. Effectuée dans ledye) le nitrométhane ou
le DMSO, la réaction conduit a un mélange de ptsdissus de la décomposition de
I'intermédiaire triazoline initialement formé. L&lation de la température favorise la formation
des composés énamif@4, benzazépin@25 et aziridine226 au dépend du dérive triazd@3
Ce dernier est favorisé par I'utilisation de I'hex@hylphosphotriamide (HMPT) comme solvant
a une température de 60°C. Afin d'illustrer lesustures obtenues, nous décrivons dans le
schéma 55, I'exemple de la réaction de la naphtmo&204 avec I'azotur€22 dans le benzene

et dans HMPT a la méme température, 60°C.
0
~ /Ar 0
N\
N+ CHNHAr
4
o N
5 o
O‘ . AN, _ioui <
222
204 © N—Ar
Ar = MeO—@—

225 O 226 O

i) CeHg, 60°C, 5 jours 223(1%) +224(46%) +22520%) +226(31%)
i) HMPT, 60°C, 15h 22362%) +224(3%)
Schéma 55

2B.Husu, S. Kafka, Z. Kadunc, M. Tislévlonatshefte fiir Chemi@988 119 215 - 222
3 L. Benati, P. Carlo Montevecchi, P. Spagndl€hem.Soc.Perkin Trans 1991, (1) 71 - 77
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I. T. Barnish etal 1992 "* ont également observé la formation de ces diffégen
structures dans des cycloadditions mettant en jearsl azotures, comme l'azoture de 2-
méthylphényle, de 4-chlorophényle ou de 4-nitropte&navec dep-quinones comme la
naphtoquinone, la benzoquinone et la méthylbennomé. Les réactions ont été effectuées dans

le benzéne a différentes températures.

F. Palacios etal 1995 " ont réalisé des cycloadditions 1,3-dipolaire enlae
naphtoquinon04 et les azotures d’alkylphosphon&7 et d’alkylcarboxylate?28 Le résultat
des cycloadditions dépend des conditions opératdigzhéma 56). Lorsque la réaction est
effectuée dans le THF a température ambiante péendansemaines, seules les
naphtotriazoledione229 sont obtenues avec de faibles rendements. Cesos@sip29 sont
également obtenus seuls mais avec des rendemetas@et plus importants (75%), lorsque la
réaction est réalisée au reflux du THF pendant&0ds. Enfin, lorsque la réaction est effectuée
au reflux du toluene pendant 36 heures, en pluscdegposés majoritaire®29 (60%), ils
obtiennent minoritairement les énami289 (15%).

O Q \/CH—E

N
THF
+ Ny~ CH-E N
R reflux, 20h N//

227: E = PO(OEQet R = H, Me, Ph

0]
204 228: E=CQEtetR=H 229(75%)
R
O O \/CH—E o)
Toluéne N\
+ N3_|CH—E e, //N + CHNH—|CH—E
R reflux, 36h N R

o) 2270u228 (0] ©

204 229(60%) 230(15%)

Schéma 56

" |.T. Barnish, M.S. Gibsorl. Chem. Research (3992 208,J. Chem. Resaerch (M)992 1740 - 1757
> F. Palacios, A.M. Ochoa de Retana, J. Pagal@ayanic preparations and procedures,iif95 27 (6), 625 -
635,
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[I-TRAVAUX PERSONNELS

Dans cette partie, nous décrivons la synthesepdescarbazolequinones des oxydes de
nitriles et des azotures et nous présentons lestatsdes réactions de cycloaddition dipolaire-
1,3 réalisées entre ces différents dipodles et dipphiles.

Nous présentons également une étude de l'orientdiola cycloaddition par la théorie
des orbitales frontiéres. Une comparaison avecélgsltats expérimentaux, met en évidence le
réle de 'atome de brome dans la régiosélectivitéadcycloaddition.

1) Synthése depara-carbazolequinones

hY

La premiére partie de ce travail consiste a prépk® para-carbazolequinones. La
premiére est une-carbazolequinone non bromée, préparée dans le'éutdier sa réactivité
dans la réaction de cycloaddition dipolaire-1,3a4¢is des oxydes de nitrile et des azotures. Les
2- et 3-bromocarbazolequinones correspondantes é&gatement synthétisées. Elles nous
permettront d’étudier I'incidence de cette subsittu sur I'orientation de la cycloaddition et
éventuellement d’obtenir les différents cycloadsldiine maniére totalement régiosélective.

La méthodologie que nous avons choisie a été gjigaée dans notre laboratoire et a
conduit aux composés attendus avec d’assez bodememts’’. La premiére étape est une
réaction entre la phénylhydrazir@31 et la cyclohexan-1,3-dion@32 elle conduit a la
phénylhydrazinocyclohexéno@33 avec un bon rendement. La synthése indolique sigh&i a

partir de233 conduit a la tétrahydrocarbazolo?@4 (Schéma 57).

NHNH2 o ACOH 4.5h, reflux

233(96% 234(78%
Schéma 57

En ce qui concerne le mécanisme de la synthésdigndade Fischer, il débute par un
réarrangement sigmatropique [3+3] de la phénylgidoryclohexénon@33 et qui aboutit a la

cyclisation et a I'élimination d’'une molécule d’aramac (Schéma 58).
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o o)
2H réarrangement C -H ®
NH D
HN H 2

2N
233
0 H O
migration
HANE o < de 1P NeD
HN_) Hz NH, "% Hg
Schéma 58

La N-éthylation de234 (Schéma 59) est ensuite réalisée dans le but daeréla
solubilité de la carbazolequinone correspondanteusNavons en effet remarqué que les
carbazolequinones non substituées sur I'azoteteEmpeu solubles dans les solvants organiques

usuels.

C,Hsl, KOH, BTEA

/N Acétone, reflux, 0,5h N
y ef
234 235(78%)
BTEA : chlorure de benzyltriéthylammonium
Schéma 59

La déshydrogénation de la tétrahydrocarbazoRk8teest effectuée au moyen de Pd-C a
10% au reflux du diphényléther, un solvant a hautintp d’ébullition (259°C).
L’hydroxycarbazole236 est obtenu avec un rendement de 71% (Schéma 60).

O OH

| Pd-C 10% O
N PhO, reflux, 1h /N
Et/ Et
235 236(71%)
Schéma 60
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Cette derniere étape est tres longue car le dipéiey est éliminé par chromatographie
sur colonne de silice, or plus la quantité de pitode départ est importante, plus on est obligé
d’utiliser de grande quantité de solvant, plusiiéhation de ce dernier est difficile. Le solvant
est élué en premier mais il est susceptible d’érerd’hydroxycarbazole. On est donc obligé de
fractionner la solution contenant I'hydroxycarbazau bien de passer sur plusieurs colonnes de

facon séquentielle pour éliminer ce solvant.

Par la suite, un composé a été commercialisé le/ddeky-(OH)-carbazole 237.
L'utilisation de ce composé a permis d’améliores lendements et de réduire le temps de
synthese d@36. Nous avons donc réalisé uNeéthylation sélective de I'hydroxycarbaz@a7
selon la méthode décrite par D. Albanesal 4995% et appliquée au 2-hydroxycarbazole. Cette
méthode permet unbl-alkylation directe sans protection de la fonctidmémol, et ceci en
générant le dianion par un excés de base forte (6#d, 2,5 éq.) dans le THF en présence
d’une faible quantité de DMF (2 éqg.) et en alkyldahs des conditions rigoureusement anhydres

sous courant d’azote et a température ambiante(Sxi61).

OH OH
ol e
/N THF, DMF, t.a. N

v Ef
237 236(66%)
Schéma 61

Le 4-hydroxycarbazol@36 est ensuite oxydé par le sel de Frémy dans unngela

acétone-eau a température ambiante pour condlareadibazolequinon238 (Schéma 62).

OH @)

O O Sel de Frémy O ‘

acétone-eau (1/1)

N N
/ t.a.
Et Et o)
236 238(83%)
Schéma 62

Nous avons synthétisé la 2-bromocarbazolequin@4® par bromation de la
carbazolequinon238 au moyen de dibrome B{Schéma 63). Cette réaction procede par une
addition de By sur la double liaison C=C de la quinone conduisafiintermédiaire dibromé
239, suivie d’'une élimination de HBr. L’'orientation télimination de HBr s’explique par le fait

51



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

que le carbonyle en C-1, moins riche en électrareslg carbonyle en C-4 (enrichi en électrons
par effet mésomeére donneur de I'atome d’azotejagrd une augmentation de I'acidité de H-2
par rapport a H-3. H-2 peut donc s’éliminer plusileanent initiant la déshydrobromation qui

conduit a la 2-bromocarbazolequino240. Cette étape nécessite l'utilisation d’'acide aei

rigoureusement anhydre sous peine d’échec. Le rsiobsh donc séché sur anhydride acétique.

0 N 0 ]
C Br
@ Br,, ACOH H
/N t.a., 20 min /N Br
Et o Et ODH
238 B 239 N

Schéma 63

La 3-bromocarbazolequinon43 a été obtenue en deux étapes, a partir du 4-
hydroxycarbazol®36 La bromation a I'aide diN-bromosuccinimide conduit au mélange des
deux hydroxycarbazoles monobro@#l et dibromé242 avec un rendement de 90% et dans les
proportions 9/1 en faveur du monobromé. L'oxydatis ce mélange par le sel de Frémy

conduit a la seule 3-bromocarbazolequingdagavec un rendement de 72% (Schéma 64).

OH OH OH
B
O O NBS, CHCN O O r O O Br
+
N t.a., 15 min N N
90%
E{ ° E E Br
236 241 maj. 242min.
o]
3 Br
Sel de Fremy O ‘
N
d
243(72%)
Schéma 64
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2) Synthése des oxydes de nitriles

Les oxydes de nitriles sont généralement prépapgta d’aldoximes par une réaction

d’halogénation suivie d’une déshydrohalogénatioméieu basique® (Schéma 65).

S S ®
R—CH=N—OH _NaOH_ R—gDFN—O «~> R-CH-N=0O| Na 4+ HO Cl
- NaCl
Aldoxime Anion oxime
© ® © @ ©)

R-CInCo Jautomerie p_ols¢ 5y OHNa|R-0=N-0 <~ R-C=N-O

| |
Cl Cc _ Elimination-1,3
Chloroxime  pasocatalysée

+ Hzo + NaC|

Schéma 65

Il a été également décrit que la déshydrogénatimmed aldoxime au moyen de
I'hnypochlorite ou I'hnypobromite de sodium conduit’axyde de nitrile correspondant avec de

bons rendements (Schéma 66).

® ©
R— CH=N—OH NaOClouNaOBr o~ 5
- H2
Schéma 66

Pour notre part, nous avons appliqué cette dersteagigie. Les oxydes de nitrRd6 et
247 ont été prépareés respectivement a partir de I'extdion benzaldéhyd?44 et de I'oxime du 6-
méthylpyridine-2-carboxaldéhyd€45 par une réaction de déshydrogénation au moyen
d’hypochlorite de sodium dans le THF a 0°C (Schéia

® O
R-CH=N—oH _NAOC/THF g o=n-0
0°C
244:R= ()~ 246:R= ()

Me, Me,

=N —N

245:R = { / 247:R= {

Schéma 67

°C. Grundmann, J.M. Dead. Org. Chem.1965 30(8), 2809 - 2812
"'C. Ticozzi, A. ZanarottiTetrahedron Lettersl994 35(40), 7421 - 7424

53



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

Il est connu que les oxydes de nitriles se dimétispontanément pour donner des
oxydes d’oxadiazole® (Schéma 68). Afin d'éviter cette dimérisation coisdnt aux composés
248 et249, nous avons utilisé nos oxydes de nitriles fraiodiet préparés et sans purification. La
phase organique, qui contient 'oxyde de nitrils{f séparée par décantation puis séchée sur

sulfate de sodium et utilisée directement dansdastions de cycloaddition.

R R
® ©

2 R—C=N-0O 7/ \<@
N. N—~2
CHy @)

246 B @ SN 248

247 R= | P 249

Schéma 68

3) Cycloaddition dipolaire-1,3 entre lepara-carbazolequinones et les oxydes de nitriles
3.1) Réaction avec lgara-carbazolequinone non bromée

La réaction de cycloaddition entre la quinone nooni®e238 et I'oxyde de nitrile246
est réalisée dans le THF, a température ambiant&oat de 3 jours d’agitation pendant lesquels
un exces d’oxyde de nitrile est régulierement &qaér petites fractions, la réaction conduit a un
mélange des deux régioisomer@s0 et 251 dans des proportions équivalentes et avec un
rendement global de 48% (Schéma 69). Les propaertsamt déterminées en se basant sur la
RMN *H réalisée sur le mélange.

Les cycloadduits primaires de type isoxazoline ét# observés sur CCM mais ils
finissent par disparaitre au profit des composésatique250et251,certainement grace a une

oxydation rapide par la quino288

o2
L@
.\ ﬂ: THF, t.a.
3 jours
48%
238 246 250 251

Schéma 69

54



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

La cycloaddition de la quinori238 avec I'oxyde de nitril@47, réalisée dans les mémes
conditions que précédemment, nécessite la présdiaemine basique pour aboutir aux
composés aromatiques2et253 En absence d’alumine basique, la réaction comduimélange
de ces derniers composés avec leurs cycloadduntsipes respectifs.

Les régioisomere®52 et 253 sont obtenus quasiment dans les mémes proportions,

déterminées par RMRH, avec un rendement global de 50% (Schéma 70).

Schéma 70

3.2) Réaction avec les bromocarbazolequinones

Dans une étude menée, dans notre laboratdire’® sur la réactivité desp-

carbazolequinones dans la réaction de Diels-Alderc ades azadiénes, on a montré que la
présence d’'un brome en position C2 ou C3 de laomgirpermet d’améliorer leur réactivité et
d’orienter la cycloaddition d’'une maniere totalemeggiosélective.

Nous présenterons dans cette partie les résuliss cgicloadditions 1,3-dipolaires

réalisées entre les carbazolequinones bro@¥@st 243 et les oxydes de nitriles16 et 247.

3.2.1) Réaction avec la 2-bromocarbazolequinone

Les réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire ddaromoquinone40 avec les oxydes
de nitriles246 et 247 ont été effectuées dans le THF a température aebpgendant 3 jours. Un
large excés d’'oxyde de nitrile est utilisé et afogbutte a goutte dans le milieu réactionnel. Un
seul régioisomere est obtenu, c’est celui danseldtatome d’oxygene de I'oxyde de nitrile est
lié au carbone C2 de la quinone. Ainsi, les régimigres250 et 252 sont obtenus avec des

rendements respectifs de 48% et 58% (Schéma 71).

8 A. Poumaroux, Z. Bouaziz, H. Fillion, M. Domard Giraud, A. F. Pétavy\Chem. Pharm. Bull1999 47 (5), 643
- 646
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Dans ce cas, les cycloadduits primaires de typeaiggine n’ont pas été observés. Une

élimination spontanée de HBr conduit aux compos@satiques.

® O
O-chd

252(58%)

Schéma 71

3.2.2) Réaction avec la 3-bromocarbazolequinone

Les cycloadditions entre la 3-bromoquind#s8 et les oxydes de nitrile46 et 247 ont
éte réalisées dans les mémes conditions que praoseid. Elles conduisent respectivement aux
régioisomere&51 et 253 pour lesquels I'atome d’oxygene de I'oxyde deileitest lié au carbone

C3 de la quinone (Schéma 72).

(@)
N
Et o)
243

253(35%)
Schéma 72
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3.3) Détermination structurale

Une séquence COSY (Correlated Spectroscopy) a régaplement réalisée sur le
régioisomere252 Cette séquence permet de mettre en évidenceolgdages scalaires entre
noyaux magnétiqguement non équivalents. Elle noperenis l'attribution précise des protons
aromatiques et par conséquent I'utilisation de NMNR'H NOE, afin de prouver la régiochimie
de nos molécules. La mesure de I'effet Overhaugelénire est réalisée sur le coupk2/ 253
(Figure 1).

Dans le cas de lisomergs2 l'irradiation a 8,12 ppm (H-3") donne des répanse
niveau de H-4’ a 7,81 ppm et de H-5 a 8,36 ppmps, l'irradiation du signal du CGHdu
groupe éthyle a 1,52 ppm donne des réponses aaundte CH du groupe éthyle a 4,53 ppm et
du H-8 & 7,48 ppm.

Dans le cas de lI'isome@b3 l'irradiation du signal du Ckldu groupe éthyle a 1,47 ppm
donne quatre réponses: a 7,88 ppm (H-3), a 7ph (H-6), a 4,70 ppm (CHdu groupe
éthyle) et a 2,71 ppm (GH"). L'irradiation du signal de H-3’ & 7,88 ppmmite, en plus de la
réponse au niveau de H-4’, une réponse au nive&@Hjuu groupe éthyle a 1,47 ppm.

Figure 1

Nous n’avons pas réalisé d’expériences RMNNOE sur les régioisomeres0 et 251,
mais la comparaison de leurs spectres IR avec desxégioisomere®52 et 253 montre une
certaine analogie, d’'une part en®®0 et 252 obtenus a partir de la 2-bromocarbazolequinone et
d’autre part entr@51et253 obtenus a partir de la 3-bromocarbazolequinone.

Les régioisomére850 et 252 présentent deux bandes d’absorption a 1673 et ¢658
relatives aux deux carbonyles, tandis que les ismiteres251 et 253 présentent une seule
bande C=0 & 1673 chpour le premier et & 1667 chpour le second. Cette caractéristique IR a
déja été observée pour des régioisomeres de typdopsrbazolequinones synthétisés au

laboratoire dans de précédents travdu®
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3.4) Etude de l'orientation de la cycloaddition paia théorie des orbitales frontieres

Les calculs des valeurs des énergies des orbitapetéres ont été réalisés grace a la
collaboration avec le Pr. Monique Domard, respolesdin laboratoire de chimie physique et
modélisation moléculaire de I'|SPB.

La théorie des orbitales frontieres permet d’ume ghétudier la réactivité du dipdle et du
dipolarophile par le calcul des énergies des ddsthontieres HOMO et LUMO, et d’autre part
de rendre compte de la régiosélectivité des cyditiads avec l'utilisation des coefficients de
ces orbitales frontiéres.

En général, si le dipolarophile est substitué pargwoupe électroattracteur, alors on a
réaction entre la HOMO du dipdle et la LUMO du darophile. En revanche, si le dipolarophile
est substitué par un groupe électrodonneur, alos @action entre la HOMO du dipolarophile
et la LUMO du dipdle.

Les carbazolequinon@88 240 et243 sont des dipolarophiles appauvris en électrons par
I'effet mésomeére attracteur des deux carbonyleen et C-4, la réaction de cycloaddition
dipolaire-1,3 avec les oxydes de nitrile devraitasee par I'interaction entre les orbitales HOMO
du dipéle et LUMO du dipolarophile. Ces conditiazegactérisent ce que I'on appelle addition
de Sustmann de type I. Ceci est confirmé par leuvsdes énergies des orbitales frontieres qui
ont été calculées au niveah initio en utilisant la théorie de la fonctionnelle delémsité (DFT)
avec la fonctionnelle hybride B3LYP® ®° fournie dans le package gaussian 98 La
fonctionnelle hybride B3LYP est devenue une desctionnelles les plus utilisées dans les

travaux théoriques récents (Figures 2, 3 et 4).
-1,313

LUMO
Energie | ymo —-1.614
eV
AE=4,45 AE=4,752
-3,087
LUMO
AE=3,46 AE=3,251
- 6,065
TV - 6,338
HOMO _-6.550 HOMO HOMO
(0]
LI 8
)—C=N-O C=N-O
S D O
247 o 246
238
Figure 2

C. Lee, W. Yang, R.G. PaRhys. Rev. B1988 37(2), 785 - 789

80 A.D. BeckeJ. Chem. Phys1993 98 5648 - 5652

81 M.J. Frisch, M.G.W. Trucks, G.H.B. Schlegel, JFaple,Gaussian 9§Revision A.10), Gaussian, Inc.,
Pittsburgh, PA2001
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Energig
eV

Energig
eV

A

D

-1,313

LUMO
AE=458 AE=4,888
-3,299
LUMO
AE=3,25 AE=3,039
- 6,201
oMo - 6.550 HOMO —=6.338 oMo
(0]
= _® O 0 ® o
C=K-0 C=N-O
& v
M E{ Br
247 © 246
240
Figure 3
1313 | o
LUMO - 1614
AE=4,58 AE=4,888
-3,281
“Lumo
AE=3,26 AE=3,057
6201
HOMO -6.550 “HOMO -6.338 oMo
®
pmo O ‘ O)-ofed
246
243
Figure 4

Les interactions des orbitales frontieres dansttass de transition d’'une réaction, sont

d’autant plus favorables que la différence d’érergntre ces orbitales est plus faible. Par

exemple, dans le cas de la réaction entre la caldgprnone238 et I'oxyde de nitrile247, I'état
de transition est stabilisé par I'interaction HON@7 / LUMO 238 (AE = 3,463 eV). L'état de

transition de la réaction ent&38 et 246 est également stabilisé par l'interaction HOMEG /
LUMO 238 (AE = 3,251 eV).

Ces calculs montrent aussi une diminution de I'gieede la LUMO des quinones

bromées240 et 243 par rapport a celle de la non bron#8 La différence d’énergie entre les

orbitales frontieres HOMO des oxydes de nitrile& @MO des quinones est plus faible dans le

cas des quinones bromég40 et 243 On devrait normalement s’attendre

bY

a une meilleure
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réactivité des quinones bromeées, mais malgré défierence, nous n’avons pas observé une
amélioration appréciable.

Afin d’étudier la régiosélectivité de la réactioa dycloaddition, nous avons calculé, par
la méme méthode, les coefficients des orbitales OUdiés quinoneg38, 240et 243 au niveau
des carbones C2 et C3 et des orbitales HOMO dedesxge nitrile246 et 247 au niveau des

atomes d’oxygene et de carbone (Figure 5).

Br
WD 0,234
N 2 0,181
/
Et O
238 240 243
0,419 QP 0,426 Q0°
@ @
Il Il
0,272 OC 0,288 OC
Z "N
|
\ Me
246 247
Figure 5

Pour les trois quinone&38, 240et 243 le coefficient le plus élevé se trouve en C-3. La
présence d’'un atome de brome en C-2 ou en C-3ieatume augmentation de ces coefficients
mais celui de C-3 reste toujours le plus élevé.

Pour les oxydes de nitrile6 et 247, le coefficient le plus élevé apparait sur I'atome
d’oxygene.

En se basant sur le principe du recouvrement marimdes orbitales frontiéres, on en
déduit que les réactions de cycloaddition dipolf8re2] entre238 et les oxydes de nitril246 et
247 conduisent préférentiellement aux régioisomerepedss 251 et 253 Or, les résultats
expérimentaux, décrits dans les schémas 67 et @8remt que nous avons obtenu, pour chaque
oxyde de nitrile, les deux régioisomeres dans degpagptions sensiblement identiques. Les
prévisions théoriques de I'orientation de la cydidition n’ont pas été vérifiées dans ce cas.

Pour les bromocarbazolequinoriZ et 243 deux hypothéses sont envisageables :

- En tenant compte des coefficients orbitalairesgevrait obtenir majoritairemeg61 et 253

60



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

- En considérant que l'orientation de la cycloadditest sous le controle de I'atome de brome
conformément a ce qui a été décrit dans la littéeafl’'oxygéne de I'oxyde de nitrile attaque le
carbone bromé de la quinone), on devrait obtenijortairement ou exclusivement les
régioisomere50 et 252 a partir de la 2-bromoquinorg#0 et les régioisomere®s1 et 253 a
partir de la 3-bromoquinoriz43

Les résultats que nous avons obtenus et qui samitglélans les schémas 69 et 70,
confirment clairement cette deuxieme hypothése efigt, nous avons obtenu d’'une maniere
totalement régiosélective les régioisomeres dastpikes 'atome d’oxygene de I'oxyde de nitrile

est lié au carbone bromé de la quinone.

3.5) Conclusion

La réaction de cycloaddition avec la carbazolequénoon bromée, conduit au meélange
des deux régioisomeres dans des proportions équiesl.

L'utilisation des quinones bromées nous a permigbt@nir les isoxazoloquinones
régioisomeres séparément et d'une maniere totalemégiosélective. La sélectivité est
gouvernée par la position de I'atome de brome, avecattaque préférentielle de 'oxygene de
I'oxyde de nitrile sur le carbone bromé de la qungoCe résultat est en accord avec celui obtenu
par J.L. Stevens ai 2003°®,

Concernant le site de réactivité, les carbazolemeén réagissent par leur double liaison
C=C conduisant aux structures isoxazologuinonesusNwavons en aucun cas observé de

dérivés spiraniques résultant de cycloadditionsiaeau des doubles liaisons C=0.

4) Synthése des azotures

La synthese des azotures de ben2@d6 et de 4-méthoxybenzyl209 est realisée par
substitution nucléophile sur les halogénures cpmedant254 et 256,au moyen de I'azoture de
sodium, selon la méthode décrite par D. R. Bucklal €982%% La réaction est réalisée a I'abri
de la lumiere, dans I'éthanol pendant 24 heureli®a 73). La solution est ensuite reprise dans
I'éther éthylique, lavée a I'eau pour éliminer bare de sodium en exces, séchée et évaporee
sous vide a une température inférieure a +20°C akzetures sont alors isolés sous forme d’'une

huile claire et utilisés sans purification.

8 D.R. Buckle, C.J.M. Rockelll. Chem. Soc. Perkin Trans.1982 627 - 630
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EtOH, reflux
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Me CHCl , NaNy 240 e CHsN—N=N , NaC
1 3
256 209
o ® o @ ® O
R—N-N=N <= R—N-N=N <~— R—N=N=N

Schéma 73

5) Cycloaddition dipolaire-1,3 entre lepara-carbazolequinones et les azotures
5.1) Réaction avec lgara-carbazolequinone non bromée

Comme nous l'avons vu dans la partie bibliograpbjdes réactions de cycloaddition
avec les azotures sont des réactions généralemeEntientes et pouvant donner différentes
structures issues de la décomposition de l'addurhgire de type triazoline. La nature des
produits de la réaction dépend aussi de la natursaolivant et de la température du milieu
réactionnel. La formation de la structure triazetamble étre défavorisée par le chauffage a
température élevée.

Nous avons testé différents solvants, comme |letaul’'acétate d’éthyle ou le THF sans
obtenir la formation du moindre produit apres deaxnaines a température ambiante. Dans
I’éthanol, par contre nous avons obtenu un prodddus avons donc choisi de réaliser la
cycloaddition 1,3 dipolaire de l'azoture de benz@k5 avec la carbazolequinor#288 dans
I'éthanol & température ambiante. Apres 2 semalea®action, nous avons filtré pour isoler un
précipité orange insoluble dans I'éthanol. Il centiles deux régioisomer248 et219 que nous
avons séparés par chromatographie sur colonnel die gdice. Le rendement global est de 68%
avec les proportion218219= 4/1 (Schéma 74).
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Schéma 74

La réaction avec I'azotur2Z09 est réalisée dans les mémes conditions que préaoédeiat.
Apres 2 semaines de réaction a température ambpiargelvant est évaporé a sec et le produit
brut est repris dans I'éther éthylique pour donmerprécipité orange constitué par les deux
régioisomere59 et 260 que nous avons separés par chromatographie sumneode gel de
silice. lls sont obtenus avec un rendement globa2 % et dans les proportiodS9260 = 3/1
(Schéma 75).

O
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0O—=2—"72
O]
'—r\Z

H, EtOH, t.a. < . 259(maj.)

Q +
)\l ‘ 15 jours
Et O 2% Q ‘
N

238
OMe

209 OMe
N\~ 260(min)

Schéma 75

5.2) Réaction avec les bromocarbazolequinones

La réaction de la quinone non bromée avec les exotoonduit a un mélange de

régioisomeres avec des rendements assez moyens.vdolons étudier, comme nous l'avons
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fait avec les oxydes de nitriles, l'incidence datmme de Brome en position C-2 ou C-3 de la

guinone sur les cycloaddition avec les azotures.

5.2.1) Réaction avec la 2-bromocarbazolequinone

La cycloaddition de I'azoture de benzy85 avec la 2-bromocarbazolequina2®0 a été
réalisée dans l'acétonitrile a température ambigaedant 4 jours. Le précipité orange qui
apparait dans le milieu est constitué du seul i®gioere257. Aprés recristallisation dans
I'éthanol,257 est obtenu avec un rendement de 50%.

La cycloaddition de240 avec l'azoture209 dans les mémes conditions opératoires,
conduit apres 3 jours de réaction, au seul régioése259 qui est obtenu apres purification par
chromatographie sur colonne de gel de silice, aveendement de 43%.

Les résultats des cycloadditions de la 2-bromozaikguinone240 avec les azotures
209 et 255 sont en accord avec ce que nous avons obtenulesrts/cloadditions de cette
guinone avec les oxydes de nitriles. Elles somatdotent régiosélectives.

Dans le cas des azotures, la sélectivité est exufale I'isomére dans lequel I'atome N-1

de I'azoture est lié au carbone-3 de la quinonbééBa 76).

0 ®
QCHZ—N—NEN
1 2 3 ')
255

CHLCN, t.a.
4 jours

259 (43%)

Schéma 76
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5.2.2) Réaction avec la 3-bromocarbazolequinone

La cycloaddition de la 3-bromocarbazolequin@#3 avec les azotures, effectuée dans
'éthanol a température ambiante, conduit au mdéardes deux régioisomeéres. La
régioseélectivité, dans ce cas, est en faveur desae258 et 260, dans lesquels I'atome N-1 de
I'azoture est lié au carbone-2 de la quinone (Sehémn).

Les proportions des régioisomeéres avoisinent, demsleux réactions, le rapport 1/2,
alors que les proportions des régioisoméres avgaiteone non bromée avoisine le rapport 4/1
ou 3/1.

255

EtOH, t.a.
15 jours

o 74%

O
243
209

EtOH, t.a.
10 jours

48%

\\Q\OMe
259(min.) 260(maj.)

Schéma 77

5.3) Détermination structurale

L attribution structurale est basée sur une étuete abrrélationsH-*C HMBC, réalisée
sur le couple de régioisomer2s9/ 260 (Figure 6).

Elle a révélé pour isomérg59, la présence d'un couplagéehtre les protons GHiu
groupement éthyle (4,76 ppm) et C-4 (172,86 ppmdisaque les protons GHlu groupemenp-
méthoxybenzyle (5,93 ppm) donne un coupldgevéc C-10 (172,74 ppm).

Pour le régioisomerge0, les protons Chlde I'éthyle (4,69 ppm) et GHlu groupement
p-méthoxybenzyle (5,88 ppm) donnent un coupldgavéc C-4 (170,26 ppm), tandis que C-10
(175,24 ppm) n'est pas corrélé.
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Figure 6

Nous n'avons pas réalisé d’étude des corrélattbth§’C HMBC sur les régioisoméres
257 et 258 mais la comparaison de leurs spectres R¥O\et IR respectivement avec ceux des
régioisomere&59 et260 permet d’attribuer la structure sans équivoque.

Concernant la RMNPC, il existe une analogie, d’une part entre lesoiégmére257 et
259 0btenus a partir de la 2-bromocarbazolequinomkaetre part entre les régioisomegi8 et
260 obtenus majoritairement a partir de la 3-bromocasleajuinone. Cette analogie concerne
essentiellement les déplacements chimiques desresbcarbonyliques C-4 et C-10. Les

résultats sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3

0 C-4 (ppm) 0 C-10 (ppm)
257 172,90 172,68
259 172,86 172,74
258 170,42 175,44
260 170,26 175,24

Dans le cas des isomér2s7 et 259, on note une différence de I'ordre de 0,2 ppmeentr
les déplacements de C-4 et C-10 alors qu’elle edtoddre de 5 ppm pour les isoméers8 et
260.

Pour les spectres IR, les régioisomé2bg et 259 présentent deux bandes d’absorption
relatives aux deux carbonyles : 1678 et 1652 pour257 et 1679 et 1655 cipour259,

Quant aux regioisomeres8 et 260 ils ne présentent qu'une seule bande C=0 a 1667

cm’* pour le premier et & 1670 &npour le second.

5.4) Etude de l'orientation de la cycloaddition paida théorie des orbitales frontieres

Commeles carbazolequinone®38 240 et 243 sont des dipolarophiles appauvris en

électrons par I'effet mésomere attracteur des dmarbonyles en C-1 et C-4, la réaction de
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cycloaddition dipolaire-1,3 avec les azotures déw faire par I'interaction entre les orbitales

HOMO du dipdle et LUMO du dipolarophile. Ceci eshéirmé par les valeurs des énergies des
orbitales frontiéres calculées par la méme méthgpae précédemment (Figures 7, 8 et 9). En
effet, la différence d’énergie entre HOMO azotureUMO quinone est plus faible que celle

entre HOMO quinone / LUMO azoture.

0724 ) ymo
Energie | ymo —0.827
eV
AE=5,23 AE=5.341
- 3,087
LUMO
AE=3,73 AE=2,971
- 6,065 - 6,058
\ 7 —+—— HOMO
HOMO —6.822 HOMO
i Q
o ® ©
QCHZ—N—NEN O ‘ MeO—QCHZ—N—NEN
N
255 SR 209
238
Figure 7
Energie [ umo — 0,827
eV
AE=5 37 AE=5,477
- 3,299
LUMO
AE=3,523 AE=2,759
-6,201
Y - 6,058
HOMO —== HOMO
Homo 8822 S
o ® O o ®
QCHZ—N—NEN O Meo—QCHZ—N—NEN
{N Br
255 E O 209
240
Figure 8
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Energie [ umo — 0,827
eV
AE=5,37 AE=5,477
- 3,281
LUMO
AE=3,54 AE=2,777
- 6,201
TOAMA - 6,058
HOMO —=—— HOMO
Homo —8.822_
0
© © O o © o
@—CHZ—N—NEN N & MeO—Q*CHz—N—NEN
255 Et o) 209
243
Figure 9

Comme dans le cas des oxydes de nitriles, la différ d’énergie entre les orbitales
frontieres HOMO des azotures et LUMO des quinors¢pks faible dans le cas des quinones
bromée240 et243 par rapport a la quinone non bron#&38 mais malgre cette différence, nous
n'avons pas observé une amélioration appréciable déactivité des azotures sur les quinones

bromées.

Afin d’étudier la régiosélectivité de la réactioe dycloaddition, les coefficients des
orbitales HOMO des azoturé9 et 255 au niveau des atomes d’azote N-1 et N-3 ont été
calculés par la méme méthode que précédemment.idppslons également les coefficients des
orbitales LUMO des quinoneX38 240 et 243 qui ont été calculés au niveau des carbones C-2 et
C-3 (Figure 10).
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0,048©lml 3 03270 N 3

N© NG
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0,075Q NE 1 0,398) NO 1
CH, CH,
209  OMe 255
Figure 10

Pour les quinoneg38 240 et 243 le coefficient le plus élevé se trouve en C-3.rHes
azotures209 et 255, le coefficient le plus élevé est sur N-1. En ssant uniquement sur le
principe du recouvrement maximum des orbitales tiéoes, les cycloadditions devraient
conduire préférentiellement aux régioisomet®g et 259

Les résultats expérimentaux obtenus a partir dguiaone non bromég3s et de la2-
bromoquinone240 sont en accord avec ces prédictions théoriquestolie N-1 de I'azoture
attaque le carbone C-3 de la quinone pour conduiggritairement ou exclusivement aux
régioisomere&57 et 259,

Par contre, avec la 3-bromoquino243 nous avons obtenu des résultats inverses.
L’azote N-1 de l'azoture attaque préférentiellemientarbone C-2 non bromé de la quinone
pour conduire majoritairement aux régioisometg8 et 260.

Ces résultats montrent clairement que I'atome denbren C-2 ou en C-3 de la quinone
joue un réle déterminant dans l'orientation deyel@addition. La quinone bromée en C-2 nous
a permis d’accéder d’une maniére totalement rélgiosee aux régioisomere&s7 et 259, Alors
gue la quinone bromée en C-3 nous a permis d’'abtesjoritairement les régioisomerass et
260.

5.5) Conclusion

La réaction de cycloaddition des azotures aveatbazolequinone non bromée, conduit
au mélange des deux régioisomeéres dans des papodifférentes.

La 2-bromoquinone nous a permis d'obtenir un degoigomeéres d'une maniéere
totalement régiosélective et la 3-bromoquinone naysermis d’obtenir l'autre régioisomere
majoritairement. La sélectivité est gouvernée papdsition de I'atome de brome, avec une
attaque préférentielle de I'azote N-1 de I'azotuwele carbone non bromé de la quinone.

Les conditions opératoires que nous avons applggdéas nos réactions ont été plutét
favorables a la formation des composés triazolamés et nous n'avons en aucun cas isolé

d’'autres structures comme cela était observé damsis travaux décrits dans la littérature.
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CHAPITRE 3 : PARTIE EXPERIMENTALE
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MATERIELS ET METHODES

Purification des solvants

Les solvants ont été purifiés selon les méthodestdé dans I'ouvrage intitulé : « Purification of
laboratory chemicals %

Chromatographies

Les chromatographies sur couche mince de gel i sint été réalisées avec les plaques
Kieselgel 60 SIL G/UV 254 de Macherey-Nagel. Leaqpies ont été révélées sous lumiere UV
(254 ou 365 nm). La séparation des produits parmohtographie sur colonne a été effectuée sur
gel de silice Matrex (60 A, 35-70 um).

Points de fusion

Les points de fusion ont été déterminés en tubilaiag & I'aide de I'appareil Blichi 510.
Spectroscopie Infrarouge

Les spectres infrarouges ont été enregistrés swppareil de Perkin-Elmer 1310 infrared et
Perkin-Elmer FT spectrum one.

Spectroscopie de Résonance magnétique Nucléaire

Les spectres de RMN ont été effectués & 300 MHzs@ppareil BRUKER AM 300"d-NMR:

300 MHz,**C-NMR: 75 MHz). Les produits ont été étudiés erusoh dans CDGlou DMSO
avec le tétraméthylsilane (TMS) comme référenceri.

Analyses centésimales :

Les analyses centésimales ont été réalisées aic&Sé@entral de Microanalyse du CNRS a
Solaize. Les masses moléculaires et les pourcenegeC, H, N, O ont été calculés avec les
valeurs suivantes : C : 12,011, H: 1,008, N : @4,® : 16,000

8 D.D. Perrin, W.L.F. Armarego, D.R. Perrin, Purdiion of Laboratory Chemicals, Pergamon Press @x@3f
Ed.1980
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2-Hydroxy-9-méthyl-(9H)- carbazole (80b)

Formule brute : ¢H,1NO
M = 197,21 g. mot

Point de fusion : 162°C ,
Litt.166-168°C
Rendement : 80%

Mode opératoire

Dans un tricol sec, on pese 250 mg (6,25 mmal,€2,.) de NaH 60%.Sous atmosphere
d’azote, on ajoute goutte a goutte pendant 10 ama,solution contenant 457,5 mg (2,5 mmol,1
€g .) de 2-hydroxycarbazo®®a 0,37 ml de DMF et 5 ml de THF anhydre.

Au bout de 10 min, on ajoute I'agent alkylant f£H0,17 ml (390,5 mg, 2,75 mmol, 1,1
€g.).0n laisse agiter a température ambiante stamuosphére d’azote pendant 2 h. On refroidit
le ballon dans un bain de glace, on ajoute 2 ndu&t on évapore a sec. Le résidu d’évaporation
est reprit dans I'eau et neutralisé avec HCI 1N. flltre le précipité qui est purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (¢iG&hCl,/MeOH 2%).0n obtient une poudre

jaune ocre.

Infrarouge (KBr,v cm™): 3360(O-H).

RMN'H(DMSO, &, ppm): 9,53 (1H, s, O-H); 7,96 (1H, d, J=7,72 Hz, H-B)B9 (1H, d, J=8,29
Hz, H-4); 7,48(1H, d, J=8,1 Hz, H-8); 7,34 (1H, §=8,20 Hz et J=1,13 Hz, H-6 ou H-7); 7,13
(1H, td, J=7,73 Hz et J=0,95 Hz, H-6 ou H-7); 686, d, J=1,88 Hz, H-1); 6,68 (1H, dd,
J=8,29 Hz et J=2,07 Hz, H-3); 3,37 (3H, s,4LH
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3-Hydroxy-9-éthyl-(9H)-carbazole (86)

( )\

@ OH Formule brute : ¢;H,3NO
M = 211,11 g.mof
9
N
/
Et

Point de fusion : 106°C

Rendement : 31%
86

\. /

Mode opératoire :

Dans un ballon de 50 mL, on dissout 2 g (9,52 mm@minocarbazol&4 dans 6 mL d’eau.
On obtient une péate marron clair. On ajoute goattgoutte 2 mL de $$0O, concentré sous
agitation magnétique et en refroidissant dans un da glace. On obtient une solution vert
foncé. On ajoute ensuite, goutte a goutte pendamnhib, une solution froide de 0,8 g (11,60
mmol) de NaNQ@ dans 4 mL de kD. On maintient la température entre 5 et 7°C etantinue
d’'agiter pendant 5 a 10 min aprés lesquelles osevlr mélange réactionnel sur une solution
aqueuse d’acide sulfurique (6 mL deS, concentré dans 5 mL d’eau). On laisse agiter £90°
pendant une nuit. Le test Btnaphtol étant négatif (disparition du sel de diaam), on verse la
solution dans 30 mL d'un mélange eau/glace. Apségaetion par I'éther éthylique, la phase
organique est séchée sur,88@, anhydre. Le résidu obtenu apres évaporation e#iéppar
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluai,Cl,). On obtient 0,614 g (2,91 mmol)

d’hydroxycarbazol&6 de couleur beige.

IR (KBr, v cm) : 3300 (OH)

RMN H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,03 (dd, 1H, = 7,7 et 1,1 Hz, H-5); 7,54 (d, 18 = 2,3 Hz,
H-4): 7,47 (td, 1H,) = 8,3 et 1,1 Hz, H-7); 7,38 (d, 1Bi= 8,3 Hz, H-8); 7,27 (d, 1H, = 8,7 Hz,
H-1); 7,19 (td, 1HJ = 7,7 et 1,1 Hz, H-6); 7,04 (dd, 18= 8,7 et 2,3 Hz, H-2); 4,85 (s, 1H,
OH); 4,33 (g, 2H,) = 7,2 Hz, CHCHs); 1,42 (t, 3H,) = 7,2 Hz, CHCH)

Analyse élémentaire C4H13NO, 0,4 HO
% calculé : C 76,97, H 6,37, N 6,41
% trouvé : C 77,16, H 6,40, N 6,23
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1,2-Dihydrocarbazole-1,29H)-dione (81a)

Formule brute : ©H;NO,
@ O  M=211,21gmol*
Point de fusion : 181°C
I%I ') (le produit se décompose)
\ Litt point de fusion : 178 °C
gla H Rendement : 64 %

Mode opératoire:

Dans un monocol de 500 ml, on dissout 1 g (5,450mfeq.) de 2-hydroxycarbazdb®a
dans 200 ml d’acétone. On ajoute goutte a gouttesoiution contenant 3,66 g (13,5 mmol, 2,5
eg.) de sel de Frémy, 181 mg (1,32 mmol, 0,24dmKH,PO, dans 200 ml d’eau permutée.

Une fois l'addition terminée, on agite pendant Bn a température ambiante. Aprés
extraction par le dichlorométhane, la phase orgenpt séchée sur pD, anhydre. Le résidu
obtenu apres évaporation est purifié par chromapige sur colonne de gel de silice (éluant :
CH,CI,/MeOH 5 %). On obtient une poudre vert foncé.

Infrarouge (KBr, v cm™) : 3260 (N-H) ; 1665 et 1640 (C = O).

RMN *H (DMSO, & ppm) : 12,61 (1H, s, N-H) ; 7,87 (2H, m, J=9,9 Hz, H5H-3 ou H-4) ;
7,37 (2H, m, H-8 et H-6 ou H-7) ; 7,19 (1H, m, H6 H-7) ; 5,97 (1H, d, H-3 ou H-4, J=9,9
Hz).
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3-Méthyl-1,2-dihydrocarbazole-1,2-(#H)-dione (81b)

@ ©) Formule brute : GHgNO,
M = 211,21 g.mol*

’% o Point de fusion : 177°C
\ Rendement : 42%
g1p CHs

Mode opératoire:

Dans un ballon de 100 ml, on dissout 120 mg (arédl,1eq.) de 2-hydroxy-9-méthyl-(9H)-
carbazole dans 25 ml d’acétone. On ajoute gouttmuite , une solution contenant 408,5
(1,52mmol,2,5eq.) de sel de Frémy, 19,9 mg(0,15nthikdeq) de KKHPO, dans 25 ml d’eau
permutée.

Une fois I'addition terminée, on laisse agiter g@m 30min a température ambiante. Aprés
extraction par le dichlorométhane, la phase orgeniegt séchée sur )0, anhydre.Le résidu
obtenu apres évaporation est purifié par chromapddge sur colonne de gel de
silice(éluant:CHCI,).

Infrarouge(KBr , v cm™): 1670 et 1640 (C=0)

RMNH(DMSO, 8, ppm): 7,9 (2H, m, H-5 et H-3 ou H-4) ; 7,59 (1H, d, BBHz, H-8) ; 7,45
(1H, m, H-6 ou H-7) ; 7,26 (1H, m, H-6 ou H-7) 06,(1H, d, J=9,8 Hz, H-3 ou H-4); 4 (3H, s,
CHy).
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7H-Benzolc]carbazole-5,6-dione (82)

Formule brute : GgHgNO,
M = 247,21 g.mol*
Point de fusion > 300°C
Rendement : 56 %

(. J

Mode opératoire:

Dans un ballon de 25 ml, on dissout 300 mg (1,5%m1 eq.) de carbazole-1,2H)-dione
dans 14 ml de THF anhydre. On ajoute goutte a gawte solution contenant 503 mg (4,5
mmol, 3 eq.) de 1-acétoxy-1,3-butadiéne dans lenTlHF.

On chauffe au reflux pendant 15h. Le résidu d’évagion est purifié par chromatographie

sur colonne de gel de silice (éluant : LLH/MeOH 5 %). On obtient une poudre noire.

Infrarouge (KBr, v cm™) : 3320 (N-H) ; 1710 et 1680 (C = O).

RMN H (CDCI3, & ppm) : 12,4 (1H, s, N-H) ; 8,29 (1H, d, J=8,29 Hz) 1B(1H, d, J=7,73
Hz) : 7,89 (1H, dd, J=7,72 Hz et J=1,32 Hz) 7,688, (ll, J=7,64 Hz et J=1,32 Hz) ; 7,44 (2H, m)
: 7,34 (1H, td, J=7,54 Hz et J=0,94 Hz) ; 7,25 (iHJ=6,6 Hz et J=1,51 Hz).

Microanalyse : C;6HoNO,, 0,3H0
% calculé : C 76,13, H 4,04, N 5,12
% trouvé : C 76,03, H 3,83, N 5,54
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1,4,4a,11c-Tétrahydro-1,4-méthandH-benzo[c]carbazole-5,6-dione (83)

Formule brute : ¢H13NO,
M = 263,21 g.mol*

Point de fusion : 182°C
Rendement : 49 %

Mode opératoire:

On dissout 1 g (5,3 mmol, eq.) de 1,2-dihydrocaot®4,2-(9H)-dione dans 40 ml de
dichlorométhane. On agite magnétiquement, toueéwoidissant dans un bain de glace avec du
sel (-10°C). on ajoute alors goutte a goutte 1,05509 mmol, 3 eq., 1,13 ml) de cytopentadiene
fraichement distillé. On laisse agiter pendant 5h0&C, puis une nuit a température ambiante.
Le résidu obtenu aprés évaporation est lavé avééttler éthylique et filtré. Le précipité obtenu
est purifié par chromatographie sur colonne dedgesilice (éluant : CHCl,/MeOH 3 %), puis
reprit a froid dans le dichlorométhane. On obtigmproduit jaune vif.

Infrarouge (KBr, v cm) : 3260 (N-H) ; 1700 et 1640 (C = O).

RMN H (CDCI3, 8 ppm) : 8,9 (1H, s, N-H) ; 7,87 (1H, d, J=7,91Hz, H-1Bntre 7,55 et 7,20
(3H aromatiques, m) ; 6,1 (1H, t, J=5,65 Hz et,d5Hz, H-2 ou H-3) ; 5,58 (1H, t, J=5,28 Hz
et J=3,02 Hz, H-2 ou H-3) ; 4,1 (1H, dd, J=7,16d#3=3,77 Hz, H-11c) ; 3,59 (2H, s, H-1 et H-
4) ;3,42 (1H, dd, J=7,16 Hz et J=3,96 Hz, H-4R)/1 (2H, s, H-12).

Microanalyse : C;7H13NO», 0,7H0
% calculé : C 74, H 5,26, N 5,07
% trouve : C 73,98, H 4,89, N 5,23
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3-Hydroxy-9-éthyl-(9H)-carbazole (86)

( )\

@ OH Formule brute : ¢;H,3NO
M = 211,11 g.mof
9
N
/
Et

Point de fusion : 106°C

Rendement : 31%
86

\. /

Mode opératoire :

Dans un ballon de 50 mL, on dissout 2 g (9,52 mm@minocarbazol®&4 dans 6 mL d’eau.
On obtient une pate marron clair. On ajoute goattgoutte 2 mL de 6O, concentré sous
agitation magnétique et en refroidissant dans un Ha glace. On obtient une solution vert
foncé. On ajoute ensuite, goutte a goutte pendanhih, une solution froide de 0,8 g (11,60
mmol) de NaN@ dans 4 mL de pO. On maintient la température entre 5 et 7°C etartinue
d’agiter pendant 5 a 10 min apres lesquelles osevlr mélange réactionnel sur une solution
aqueuse d’acide sulfurique (6 mL deS&, concentré dans 5 mL d’eau). On laisse agiter £90°
pendant une nuit. Le test @enaphtol étant négatif (disparition du sel de dazm), on verse la
solution dans 30 mL d'un mélange eau/glace. Apségaetion par I'éther éthylique, la phase
organique est séchée sur,N@, anhydre. Le résidu obtenu apres évaporation esfiéppar
chromatographie sur colonne de gel de silice (éluai,Cl,). On obtient 0,614 g (2,91 mmol)

d’hydroxycarbazol&6 de couleur beige.

IR (KBr, v cm™) : 3300 (OH)

RMN *H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,03 (dd, 1H,J = 7,7 et 1,1 Hz, H-5); 7,54 (d, 18 = 2,3 Hz,
H-4): 7,47 (td, 1H,) = 8,3 et 1,1 Hz, H-7); 7,38 (d, 1BI= 8,3 Hz, H-8); 7,27 (d, 1H, = 8,7 Hz,
H-1); 7,19 (td, 1HJ = 7,7 et 1,1 Hz, H-6); 7,04 (dd, 18= 8,7 et 2,3 Hz, H-2); 4,85 (s, 1H,
OH); 4,33 (g, 2H,) = 7,2 Hz, CHCHy); 1,42 (t, 3H,J = 7,2 Hz, CHCHj)

Analyse élémentaire: C4H:3NO, 0,4 HO
% calculé : C 76,97, H 6,37, N 6,41
% trouvé : C 77,16, H 6,40, N 6,23
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9-Ethyl-3,4-dihydrocarbazole-3,4-(H)-dione (87)

Ve

it Formule brute : ¢H{1NO,
@ © M = 225,21 g.mot
9 Point de fusion : 195°C
/N Rendement : 54%
Et 87

. /

Mode opératoire :

Dans un ballon de 500 mL, on dissout 0,614 g (B&iol) de86 dans 115 mL d’acétone. On
ajoute goutte a goutte, une solution contenant71®%7,28 mmol) de sel de Frémy, 0,103 g
(0,76 mmol) de KHPO, dans 115 mL d’eau permutée.

Une fois I'addition terminée, on laisse agiter pemd45 min a température ambiante. Aprés
extraction par le dichlorométhane, la phase orgenipt séchée sur §D, anhydre. Le résidu
obtenu apres évaporation est purifié par chromatdge sur colonne de gel de silice (éluant :
CH.Cl, / MeOH, 99,5/0,5). On obtient 0,327 g (1,45 mnu&)quinone37 de couleur rouge.

IR (KBr, v cm’) : 1670, 1640 (C=0)

RMN *H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,09 (m, 1H, H-5); 7,31 & 7,15 (m, 4H, H-1, H-67HH-8);
6,16 (d, 1H,J = 10,2 Hz, H-2); 4,14 (q, 2H] = 7,4 Hz, CHCHs); 1,43 (t, 3H,J = 7,4 Hz,
CH,CHa)

RMN 3C (DMSO-ds & ppm) : 16,74 (CH), 39,28 (CH), 113,12, 113,51, 121,60, 125,51,
125,54, 126,34, 129,45, 131,88, 138,41, 143,97,157&0), 184,67 (CO)

Analyse élémentaire Ci4H11NO,, 0,3 HO
% calculé : C 72,90, H 5,07, N 6,07
% trouvé : C 72,81, H 4,90, N 6,07
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3-Amino-9-éthyl-1-[(9-éthyl-9H-carbazol-3-yl) imino]-1,9-dihydro-4H-
carbazol-4-one (92)

Formule brute : ggH,,N,O
M = 432 g.mol*
Point de fusion : 236 °C

@ Rendement : 10%
9
N
\

Et

92

Mode opératoire :

Dans un ballon de 500 mL, on pese 1 g (4,76 mdiatinocarbazol@&4. On ajoute 200 mL
d’acétone et on agite magnétiquement a températakgante. On prépare une solution de 3,2 g
(11,90 mmol) de sel de Frémy et 0,16 g (1,19 mmelKH,PO, dans 200 mL d’eau permutée.
Cette solution est versée dans une ampoule deecetiiélle est ajoutée goutte a goutte pendant
trois quart d’heure a la solution d’aminocarbazbke mélange est agité a température ambiante
pendant une heure. On extrait par du dichloromé&han seche sur sulfate de magnésium et on
évapore le solvant a la trompe a eau. Le résidpw#ié par chromatographie sur colonne de
gel de silice avec pour éluant le mélange AcOEtheEde pétrole (20/80). On obtient deux

composes92 (10%)de couleur rouge sombre32 (30%) de couleur violet.

IR (KBr, v cm™): 3460, 3360, 1635, 1595

RMN H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,19 (d, 2H,J = 7,4 Hz); 7,77 (d, 1H] = 7,4 Hz); 7,76 (s, 1H,
H-4"); 7,68 (d, 1H,J = 8,5 Hz); 7,62 (d, 1H] = 8,5 Hz); 7,49-7,33 (m, 3H); 7,21-7,13 (m, 2H);
6,34 (s, 2H, NH); 5,93 (s, 1H, H-2); 4,96 (q, 2H,= 7,0 Hz, CHCH); 4,48 (q, 2H,J = 7,0 Hz,
CH,CHs); 1,45 (t, 3H,) = 7,0 Hz, CHCH); 1,36 (t, 3H,J = 7,0 Hz, CHCHb)

Analyse élémentaire: CgH,4N40, 0,4 HO
% calculé : C 76,48, H 5,68, N 12,74
% trouvé : C 76,51, H 5,73, N 12,59
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3-Amino-9-éthyl-1-[(9-éthyl-4-hydroxy-9H-carbazol-3-yl) imino]-1,9-dihydro-
4H-carbazol-4-one (93)

( )

Formule brute : H,,N,0,
M = 448 g.mo11

Point de fusion : 248°C
Rendement : 30%

Mode opératoire :

Voir le composeé précédent.

IR (KBr, v cm™) : 3500, 3380, 1625, 1585, 1550

RMN 'H (DMSO-de, & ppm) : 9,00 (s, 1H, OH): 8,26 (d, 1H,= 7,4 Hz); 8,19 (d, 1H) = 7,4
Hz), 7,75 (d, 1H,) = 8,1 Hz); 7,57 (d, 1H] = 8,1 Hz); 7,44-7,32 (m, 3H); 7,19 (m, 1H); 7,84 (
1H,J = 8,5 Hz); 7,01 (d, 1H] = 8,5 Hz); 6,32 (s, 2H, N#} 6,04 (s, 1H, H-2); 5,03 (q, 2H,=
7,0 Hz, CHCHy); 4,42 (q, 2H,) = 7,4 Hz, CHCH3); 1,41 (t, 3H,J = 7,4 Hz, CHCH); 1,35 (t,
3H,J = 7,0 Hz, CHCH;)

FAB-MS m/z449 (M+HY

Analyse élémentaire: CgH24N4O,, 0,4 HO
% calculé : C 73,79, H 5,49, N 12,29
% trouvé : C 73,87, H5,41, N 12,36
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11-Ethylbenzo[a]carbazole-5,6(1#)-dione (94)

( )

Formule brute : gH;sNO,
M = 275,31 g.mof

Point de fusion : 255°C
Rendement : 35%

Mode opératoire :

Dans un ballon de 10 mL, on dissout 0,050 g (®220l) de quinon&7 dans 2,5 mL de
toluene fraichement distillé. On ajoute goutte atgoune solution contenant 0,097 g (0,87
mmol) de 1-acétoxy-1,3-butadiéne dans 1 mL de t@uée

On chauffe au reflux pendant 4h30, puis on aj@feg d’alumine basique et on laisse au
reflux la nuit. Le résidu d’évaporation est purifi@r chromatographie sur colonne de gel de
silice (éluant : CHCI, / MeOH, 98/2). On obtient 0,021 g (0,08 mmol) de

benzocarbazolequinor®& de couleur orange.

IR (KBr, v cm): 1690, 1630 (C=0)

RMN H (CDCls J Hz, 8 ppm) : 8,30 (dd, 1H,J = 6,6 et 1,8 Hz); 8,16 (dd, 1KH,= 7,6 et 1,0
Hz); 7,80 (d, 1HJ = 7,9 Hz); 7,68 (td, 1H] = 7,6 et 1,3 Hz); 7,46 (t, 1H,= 7,4 Hz); 7,40 -
7,28 (m, 3H); 4,59 (q, 2H, =7,3 Hz, CHCH); 1,69 (t, 3H,J = 7,3 Hz, CHCHj)

RMN 3C (DMSO-dg, & ppm) : 15,59 (CH), 41,50 (CH), 112,42 115,12 121,95 125,24
125,82 125,88, 125,93129,97 130,83 131,16, 132,10 136,28, 139,69, 143,6274,50 (CO)
182,42 (CO)

Analyse élémentaire: C;gH13NO», 0,25 HO
% calculé : C 77,26, H 4,86, N 5,00
% trouvé : C 77,31, H 4,80, N 4,78
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11-Ethyl-1,4-dihydro-1,4-méthanobenzola]carbazole;6(11H)-dione (95)

N

Formule brute : ¢H;sNO,
M = 289,34 g.mot

Point de fusion : se décompose a partir de 191°C
Rendement : 26%

Mode opératoire :

On dissout 0,150 g (0,67 mmol) de quinoB& dans 6 mL de CiCl,. On agite
magnétiquement, tout en refroidissant dans un daiglace. On ajoute alors goutte a goutte 0,5
mL (0,4 g, 2,42 mmol) de cyclopentadiene fraichenuistillé. On laisse agiter pendant 6h a
0°C, puis on ajoute 1,5 g de silice et on laissb 48us agitation magnétique en chauffant
legerement (~ 40°C).

Le mélange réactionnel est filtré et la silice las€e plusieur fois avec GHI,. Le filtrat est
concentré sous vide de la trompe a eau et le ré@dithnu est purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant : &, / MeOH, 98/2). Le composgs obtenu est de couleur

vert foncé.

IR (KBr, v cm?) : 1625 (C=0)

RMN *H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,15 (m, 1HJ = 7,9 et 1,1 Hz, H-7); 7,34 - 7,25 (m, 3H, H-8,
H-9, H-10); 6,96 (dd, 1H] = 4,9 et 3,2 Hz, H-2 ou H-3); 6,82 (dd, 1M 4,9 et 3,2 Hz, H-2 ou
H-3); 4,45 (4, 2HJ = 7,4 Hz, CHCH,); 4,33 (s, 1H, H-1 ou H-4); 4,16 (s, 1H, H-1 oudh-
2,36 (M, 2H, H-12); 1,58 (t, 3H,= 7,4 Hz, CHCHs)

RMN °C (DMSO-dg, 8 ppm) : 17,11 (CH), 47,78 (CH), 52,28, 70,97, 111,34, 112,73, 121,17,
125,31, 125,57, 126,82, 127,03 138,81, 141,16,3744151,16, 151,36, 160,90,176,15 (CO),
178,58 (CO)

Analyse élémentaire CigH1sNO,, 0,5 HO
% calculé : C 76,49, H 5,41, N 4,69
% trouvé : C 76,56, H 5,29, N 4,67
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3-(N’-phénylhydrazino)-cyclohex-2-en-1-one (233)

0 Formule brute : GH;4N,0

M = 202,255 g.mot

Point de fusion : 176-177°C
N—N Rendement : 96 %
H H

233

\. /

Mode opératoire :

A une solution de 5,69 (50 mmol) de cyclohexarg&édipne dans 80 ml d’eau, sous agitation
et a température ambiante, on ajoute goutte a gutte solution de 5,4g (50 mmol) de
phénylhydrazine dans 20 ml d’acide acétique a AD&&. forme un précipité qui est récupéré par
filatration puis séché et recristallisé dans unamgé éthanol / eau. On obtient une pourdre
blanche (9,79). La réaction est suivie en CCM {Ckl/ MeOH 9 :1)

IR (KBr, v cm?) : 3250 (NH) , 1605 (C=0)
RMN *'H (DMSO-d6, J Hz, 8 ppm) : 8,71 (s, 1H, N-H); 7,83 (s, 1H, N-H); 7,18-7,13 @h], H
arom.); 6,74-6,66 (m, 3H, H arom.); 4,98 (s, 1H2}42,10 (m, 2H, CH); 1,85 (m, 2H, CH)

Litt. :
Point de fusion : 177-187°C, Rdt = 94% 8
188-190°C, Rdt=80%  ©°

8 J.K. Rodriguez, F. Temprano, C. Esteban-CalddvbrMartinez-Ripoll.J. Chem. Soc. Perkin Transli989
2117-2122

8 D. Joseph, L. Martarello, G. Kirsch Chem. Research (30995 448-449 ;J. Chem. Research (M)995 2557-
2568
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1,23,9-Tétrahydro-(4)-carbazol-4-one (234)

0 Formule brute : ¢H,;NO
M = 185,22 g.mot
9 | Point de fusion : 220-2231C
H Rendement : 44 %
234

Mode opératoire :

On dissout 4g (19,8 mmol) de phénylhydrazinocyek@mone233 dans 150 ml d’acide
sulfurique 15%. On chauffe a reflux sous agitapendant 4h30. Le milieu est ensuite transvaseé
dans un erlen refroidi dans un bain eau-glace. jOute goutte a goutte 300 ml d’eau. Un
précipité jaune se forme, qui est récupéré paafitin, séché et recristallisé dans de I'acétone.
On obtient une poudre jaunatre (1,6 g, 8,64 mnia)réaction est suivie en CCM (GQElL,/
Acétate d’éthyle : 1 :1)

IR (KBr, v cm): 3110 (NH), 1610 (C=0)

RMN 'H (DMSO-d6 J Hz, 8 ppm) : 8,81 (signal large, 1H, N-H); 8,22 (m, 1H, H-5)36-7,20
(m, 3H, H arom.); 2,98 (t, 2H] = 6,2 Hz, CH); 2,60 (t, 2H,J = 6,4 Hz, CH); 2,24 (m, 2H,
CHy)
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9-Ethyl-1,2,3,9-tétrahydro-(4H)-carbazol-4-one (235)

0 Formule brute : ¢;H,sNO
M = 213,79 g.mot
9 | Point de fusion : 108-112C
N Rendement : 78 %
E{ 235

Mode opératoire :

On chauffe a reflux et sous agitation une suspensonstituée de 2g (10,8 mmol) de
tétrahydrocarbazolon234, 2,53 g (16,25 mmol) d'iodoéthane, 1,2g (21,38 hrde potasse en
pastille et 0,246 g (1,08 mmol) de chlorure de plnéthylammonium dans 150 ml d’acétone.
Au bout d’'une demi-heure, le milieu est refroidigfiltré. Le filtrat est évaporé sous vide, et le
résidu est dissous dans 150 ml de dichlorométhlamgohase organique est lavée a l'eau et
séchée sur sulfate de magnésium. Apres fiultragtogvaporation du solvant, le produit brut est
lavé a I'éther et recristallisé dans un mélangeréthexane. On obtient une poudre blanche
(1,89, 8,42 mmol). La réaction est suivie en CCM£CI, pur).

IR (KBr, vcm?): 1630 (C=0)
RMN *H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,25 (m, 1H, H-5); 7,31-7,23 (m, 3H, H arom.); 4(§32H,J

= 7,2 Hz, CHCHg); 2,91 (t, 2H, J = 6,2 Hz, CH2); 2,56 (t, 2H, B4 Hz, CH2); 2,22 (m, 2H,
CH2); 1,39 (t, 3H,]) = 7,2 Hz, CHCHg)

Litt. :
Point de fusion 107-109°¢

8 H. lida, Y. Yuasa, C. KibayasHi Org. Chem 198Q 45, 2938-2942
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9-Ethyl-4-hydroxy-(9H)-carbazole (236)

PH Formule brute : ¢;H,3NO
M = 211,11 g.mot
9 Point de fusion : 145°C
N Rendement : 66 %
E{ 236

Mode opératoire :

Dans un tricol sec de 100 mL, on pése 4,70 g EDLiimol) de NaH 60%. Tout en agitant a
température ambiante et sous atmospheére d’azotgpate goutte a goutte pendant 10 min, une
solution contenant 5 g (27,30 mmol) de I'hydroxyaaole237, 4 mL de DMF et 50 mL de
THF anhydre.

L’agitation est poursuivie pendant 1 h avant dié¢o 2,4 mL (0,468 g, 30 mmol) de I'agent
alkylant CHCH_l. 1l y a production de mousse. Au bout de 15 roimrefroidit le tricol a I'aide
d'un bain de glace puis on ajoute 3 mL d'eau glac@e transvase dans un monocol et on
évapore le THF sous vide de la trompe a eau. Odifieciavec de I'acide chlorhydrique
concentré (pH 4) puis on extrait par &Hp. La phase organique est séchée sur sulfate de
magnésium puis évaporée sous vide. Le résidu obéshipurifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant:gH, / Ether de pétrole, 3/1). On obtient 3,8 g (18 Hnde
poudre blanche de I'hydroxycarbaz@i@6.

IR (KBr, v cm?) : 3490 (OH)

RMN 'H (CDCls J Hz, & ppm) : 8,32 (d, 1H,J = 7,8 Hz, H-5); 7,50-7,24 (m, 4H, H arom.);
7,00 (d, 1HJ = 8,2 Hz, H arom.); 6,58 (d, 1Kd,= 7,7 Hz, H arom.); 5,38 (s, 1H, OH); 4,35 (q,
2H,J=7,2 Hz, CHCHg); 1,43 (t, 3HJ = 7,2 Hz, CHCH3)

Analyse élémentaire: C;4H13NO
% calculé : C 79,59, H 6,20, N 6,63
% trouvé : C 79,36, H 6,30, N 6,59
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9-Ethyl-1,4-dihydrocarbazole-1,4(¥H)-dione (238)

( )\

O

Formule brute : GH{;NO,
M = 225,25 g.mof

9

N

Point de fusion : 136°C
Rendement : 83 %

Et 238 O

Mode opératoire :

Une solution de 0,86 g (3,20 mmol) de sel de Frémgle 0,05 g (0,37 mmol) de KPO,
dans 50 mL d’eau permutée est ajoutée goutte aegautne solution de 0,320 g (1,52 mmol) de
I'hydroxycarbazole236 dans 50 mL d’acétone. Le mélange est agité a tertypé ambiante
pendant 1h. Aprés extraction avec du,CH, la phase organique est séchée sur Mg3e©
résidu obtenu apres évaporation du solvant edfigppar chromatographie sur colonne de gel de
silice (éluant : CHCI, / Ether de pétrole, 1/1). On obtient 0,286 g de@ue238 sous la forme

d’'une poudre rouge.

IR (KBr, v cm?) : 1660, 1640 (C=0)

RMN *H (CDCls3 J Hz, & ppm) : 8,22 (d, 1HJ = 7,8 Hz, H-5); 7,40-7,26 (m, 3H, H arom.);
6,56 (systéme AB, 2H] = 10,2 Hz, H-2 et H-3); 4,58 (q, 2H,= 7,2 Hz,_ CHCHs); 1,38 (t, 3H,
J=7,2 Hz, CHCHs)

Analyse élémentaire C4H11NO,, 0,4 HO

% calculée : C 72,34, H 5,11, N 6,02
% trouvé : C 72,47, H 4,98, N 5,86
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2-Bromo-9-éthyl-1,4-dihydrocarbazole-1,4(Bl)-dione (240)

? Formule brute : ¢H;BrNO,
@ M = 304,14 g.mot
9 Point de fusion : 189°C
N Br Rendement: 81 %
{
\ 240 O )

Mode opératoire :

On dissout 0,338 g (1,50 mmol) de carbazolequin2®® dans 36 mL d’acide acétique
glacial. On ajoute, goutte a goutte 0,240 g (1,300M de brome dans 2 mL du méme solvant
sous agitation et a température ambiante. Au be@0dminutes, la solution est versée sur 80 mL
d’'un mélange eau-glace. Le précipité jaune forméd=upéré par filtration puis repris par 15
mL d’éthanol absolu. La solution obtenue est chef& reflux sous agitation pendant 45
minutes. Aprés refroidisseme@40 précipite sous la forme d’'une poudre rouge qué&tupére
par filtration (0,370 Q).

IR (KBr, v cm?): 1665, 1640 (C=0)

RMN 'H (CDCls J Hz, & ppm) : 8,25 (d, 1H,J = 8,0 Hz, H-5); 7,46-7,30 (m, 3H, H arom.);
7,19 (s, 1H, H-3); 4,65 (q, 2K,= 7,1 Hz, CHCH3); 1,45 (t, 3HJ = 7,1 Hz, CHCH,)

Analyse élémentaire: C4H10BrNO,
% calculé : C 55,29, H 3,31, N 4,60, Br 26,27
% trouveé : C 55,53, H 3,32, N 4,59, Br 26,27
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3-Bromo-9-éthyl-4-hydroxy-(9H)-carbazole (241)

OH
Br Formule brute : ¢H;,BrNO
M = 290,16 g.mof
9 Rendement : 90 %
N
/
Et 241

Mode opératoire :

Une solution de 0,126 g (0,71 mmol) de NBS damsL5d’acétonitrile est ajoutée goutte a
goutte a une solution de 0,3 g (1,42 mmolpd@6dans 10 mL du méme solvant sous agitation et
a température ambiante. Apres 15 minutes, le sbleanhévaporé sous vide et le résidu est
purifié par chromatographie sur colonne de gelililseqéluant : AcOEt / Ether de pétrole, 1/9).
Le composé monobront&t1 est obtenu sous forme d’huile (0,205 g). Le prbdeidépar236

en exces est egalement récupére (0,135 g).

IR (KBr, v cm?) : 3520 (OH)

RMN *H (CDCls3 J Hz, & ppm) : 8,35 (d, 1H,J = 7,8 Hz, H-5); 7,51-7,46 (m, 2H, H arom.);
7,39 (d, 1HJ = 8,1 Hz, H-8); 7,31-7,28 (m, 1H, H arom.); 6,80 {H, J = 8,6 Hz, H-1); 6,1 (s,
1H, OH); 4,32 (q, 2HJ = 7,2 Hz, CHCHs); 1,41 (t, 3H,J = 7,2 Hz, CHCH)

Analyse élémentaire C;4H1,BrNO
% calculé : C 57,95, H 4,17, N 4,82
% trouvé : C 57,69, H 4,10, N 4,42
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3-Bromo-9-éthyl-1,4-dihydrocarbazole-1,4(Bl)-dione (243)

O Formule brute : ¢H;BrNO,
@ Br M =304,14 g.mof
Point de fusion : 158°C
,\? Rendement : 77 %
/
Et 243 0

Mode opératoire :

Une solution de 0,43 g (1,60 mmol) de sel de Frény,025 g (0,18 mmol) de KAO, dans
25 mL d’eau permutée est ajoutée goutte a goutéetempérature ambiante a une solution de
0,16 g (0,76 mmol) du compog241 dans 25 mL d’acétone. Le mélange est agité peridant
Apres extraction avec GBIy, la phase organique est séchée sur Mgl{s concentrée sous
vide. Le résidu obtenu est purifié par chromatogmasur colonne de gel de silice (éluant :
CH.CI; / Ether de pétrole, 1/1). La bromoquina2u3 est obtenue sous la forme d’'une poudre

rouge (0,13 Q).

IR (KBr, vcm?): 1655 (C=0)

RMN H (CDCl3,Jd Hz, d ppm) : 8,28 (m, 1H, H-5); 7,47-7,35 (m, 3H, H arom.); 7($31H,
H-2); 4,63 (q, 2HJ = 7,2 Hz, CHCH); 1,44 (t, 3HJ = 7,2 Hz, CHCH)
Analyse élémentaire. C4H10BrNO,, 0,15H0

% calculé : C 54,80, H 3,35, N 4,56, Br 26,04
% trouvé : C 54,60, H 3,35, N 4,55, Br 26,09

91



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

9-Ethyl-3-phénylisoxazolo[5,4-b]carbazole-4,10H)-dione (250)

( )

Formule brute : ¢H;4,N,O4
Masse molaire : 342,357 g.nol
Point de fusion : 244°C
Rendement : 64%

250 O

Mode opératoire :
Préparation de I'oxyde de nitrig46:

Dans un erlen de 25 mL, on pese 0,539 g (4,45 mdeohenzaldoxim@44, on ajoute 6 mL de
THF et 6 mL (10,98 mmol) d’'une solution d’hypochiterde sodium a 13%. La solution est
agitée pendant 15 minutes a température ambiaatg@hhse organique, contenant I'oxyde de
nitrile 246, est séparée par décantation, séchée sur sufatedilm et filtrée.

Réaction de cycloaddition

La solution d’oxyde de nitrile est ensuite ajoypéegressivement a une solution de 0,152 g (0,50
mmol) de la 2-bromoquinon240 dans 10 mL de THF. L’'agitation a température amteiast
maintenue pendant 3 jours au cours desquels onteajmn exces de l'oxyde de nitriz4d6
fraichement préparé. Aprés évaporation sous valeédidu obtenu est repris avec de I'éther
éthylique pour donner un précipité rouge foncéeasiipurifié par chromatographie sur colonne
de gel de silice (éluant : GBI, / Ether de pétrole, 1/1). On obtient 0,110 g (64%250.

250est également purifié par recristallisation da@hanol.

IR (KBr, v cm): 1673, 1658 (C=0)

RMN *H (CDCl3 J Hz, 8 ppm) : 8,38 (d, 1HJ = 7,9 Hz, H-5); 8,18 (m, 2H, H arom.); 7,55 (m,
3H, H arom.); 7,48 (m, 2H, H-7 et H-8); 7,39 (m,,1i46); 4,74 (q, 2H,) = 7,2 Hz, CHCH);
1,52 (t, 3HJ = 7,2 Hz, CHCHy)

RMN *3C (CDCls, & ppm) : 15,61 (CH), 40,92 (CH), 111,47 (CH), 119,42 (Cq), 120,44 (Cq),
124,19 (CH), 124,70 (Cq), 125,72 (CH), 126,97 (C§8,41 (CH), 129,01 (2 CH), 129,98 (2
CH), 131,47 (CH), 132,92 (Cq), 140,26 (Cq), 161(Cy), 167,43 (Cq), 168,20 (Cq), 177,24
(Ca)
Analyse élémentaire C,;H14N203,0,5 HO
% calculé : C 71,79, H 4,30, N 7,97
% trouve : C 71,64, H 4,20, N 7,86
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5-Ethyl-3-phénylisoxazolo[4,5-b]carbazole-4,16H)-dione (251)

( )

Formule brute : ¢H;4N,04
Masse molaire : 342,357 g.rﬁ]ol
Point de fusion : 241°C
Rendement : 69%

Mode opératoire :
Préparation de 'oxyde de nitrigl6: voir synthese précédente

Réaction de cycloaddition

Dans un ballon de 50 mL, on pese 0,1 g (0,33 mawlp 3-bromoquinon243 et on ajoute 10
mL de THF. La solution d’oxyde de nitrile prépaaac 0,337 g (2,78 mmol) de benzaldoxime
244 est ensuite ajoutée progressivement a la solaa2v3 préalablement préparée. On laisse
agiter a température ambiante pendant 3 jours ars aesquels on rajoute un exces de I'oxyde
de nitrile 246 fraichement préparé. Aprés évaporation sous ledesidu obtenu est repris avec
de I'éther éthylique pour donner un précipité raugest récupéré par filtration puis purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice (¢luAcOEt / Ether de pétrole, 1/3). On obtient
0,078 g (69%) de51 251 est également purifié par recristallisation dagthanol.

IR (KBr, v cm?) : 1667 (C=0)

RMN *H (CDCl3 J Hz, d ppm) : 8,37 (d, 1HJ = 7,1 Hz, H-9); 8,09 (m, 2H, H arom.); 7,56 (m,
3H, H arom.); 7,48 (m, 2H, H-6 et H-7); 7,42 (m,,1#48); 4,73 (q, 2H,) = 7,1 Hz,_ CHCHj);
1,47 (t, 3HJ = 7,1 Hz, CHCHy)

RMN *°C (CDCls, & ppm) : 15,50 (CH), 40,98 (CH), 111,66 (CH), 117,72 (Cq), 118 (Cq),
123,79 (CH), 124,10 (Cq), 126,01 (CH), 126,90 (Cd)7,81 (CH), 129,02 (2 CH), 129,75 (2
CH), 131,50 (CH), 135,73 (Cq), 139,57 (Cq), 161(C%), 168,72 (Cq), 170,50 (Cq), 175,01
(Ca)

Analyse élémentaire Cy;H14N203,0,1 HO

% calculé : C 73,29, H 4,16, N 8,14

% trouveé : C 73,35, H 4,19, N 8,19
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9-Ethyl-3-(6-méthylpyridin-2-yl)isoxazolo[5,4-b]caazole-4,109H)-dione
(252)

Formule brute : §H;sN3O4
M = 357,372 g.mot

Point de fusion : 224°C
Rendement : 58%

Mode opératoire :

Préparation de I'oxyde de nitri7:

Dans un erlen, on pése 0,2 g (1,47 mmol) de 6-ndthgline aldoxime245 on ajoute 5 mL
(9,15 mmol) d’une solution d’hypochlorite de sodiami3% et 2 mL de THF, en refroidissant le
bécher dans un bain de glace et en agitant. Lai@olunitialement jaune, verdit. On vérifie par
CCM (CHCIy) la disparition de l'aldoxime. La phase organiquentenant I'oxyde de nitrile
247, est séparée par décantation, séchée sur suifatedilm et filtrée.

Réaction de cycloaddition

Dans un ballon de 50 mL, on dissout 0,155 g (0,5iofhde 2-bromoquinon240dans 10 mL
de THF et on agite a température ambiante. Laisalut'oxyde de nitrile est ensuite ajoutée
progressivement a la solution 240 préalablement préparée. L’agitation a tempérambiante
est maintenue pendant 3 jours au cours desquelgjaute un exces de I'oxyde de nitrRd7
fraichement préparé. Apres évaporation sous velegsidu obtenu est repris avec de I'éther
éthylique pour donner un précipité rouge qui estfigupar chromatographie sur colonne de gel
de silice (éluant : CKCl, pur puis CHCI, / AcOEt, 1/1). On obtient 0,105 g (58%) 282 252

est également purifié par recristallisation daaghnol.

IR (KBr, v cm?) : 1673 (C=0)

RMN H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,36 (d, 1H, J = 8,2 Hz, H-5); 8,12 (d, 1H, J = AB H-3");
7,81 (t, 1H,J = 7,8 Hz, H-4'); 7,48 (m, 2H, H-7 et H-8); 7,38 (&H, H-6); 7,34 (d, 1H) = 7,8
Hz, H-5); 4,73 (q, 2H, J=7,2 Hz, GBHy); 2,71 (s, 3H, CH6’); 1,52 (t, 3H,Jd = 7,2 Hz,
CH3CHy)
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RMN 3C (CDCls, & ppm) : 15,61 (CH), 25,09 (CH), 40,96 (CH), 111,51 (CH), 119,64 (Cq),
120,436 (Cq), 123,19 (CH), 124,18 (CH), 124,68 (A@B,56 (CH), 125,75 (CH), 128,45 (CH),
132,99 (Cq), 137,35 (CH), 140,28 (Cq), 146,05 (A%9,73 (Cq), 160,56 (Cq), 167,33 (Cq),
168,07 (Cq), 176,91 (Cq)

Analyse élémentaire: C;;H15N303,0,1 HO
% calculé : C 70,23, H 4,27, N 11,70
% trouvél : C 70,24, H 4,30, N 11,66
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5-Ethyl-3-(6-méthylpyridin-2-yl)isoxazolo[4,5-b]caitbazole-4,10(5)-dione
(253)

Formule brute : §H;sN;04
M = 357,372 g.mot

Point de fusion : 221°C
Rendement : 35%

Mode opératoire :
Préparation de I'oxyde de nitri47:

On prépare une solution de 0,605 g (4,45 mmol)-deédylpyridine aldoxime&45 dans 6 mL

de THF, on refroidit dans un bain de glace et @mutaj 6 mL (10,98 mmol) d’'une solution
d’hypochlorite de sodium a 13% et on laisse agiemdant 15 minutes. La phase organique,
contenant 'oxyde de nitril@47, est séparée par décantation, séchée sur sudasedium et
filtrée.

Réaction de cycloaddition

La solution d’oxyde de nitrile est ensuite ajoupgéegressivement a une solution de 0,05 g (0,16
mmol) de la 3-bromoquinon243 dans 5 mL de THF. On laisse agiter a températngiante
pendant 3 jours au cours desquels on rajoute uasede I'oxyde de nitril47 fraichement
préparé. Aprés évaporation sous vide, le résidembtest purifié par chromatographie sur
colonne de gel de silice (éluant : AcOEt / Ethepdg&ole, 1/3). On obtient 0,021 mg (35%) de

253 253 est également purifié par recristallisation dagihanol.

IR (KBr, v cm?) : 1673 (C=0)

RMN H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,34 (d, 1H,J = 7,8 Hz, H-9); 7,88 (d, 1H = 7,8 Hz, H-3";
7,80 (t, 1HJ = 7,8 Hz, H-4"); 7,47 (m, 2H, H-6 et H-7); 7,42 (&H, H-8); 7,35 (d, 1H, J = 7,8
Hz, H-5%); 4,70 (q, 2H,J = 7,2 Hz, CHCHy); 2,71 (s, 3H, CH6’); 1,47 (t, 3H, J = 7,2 Hz,
CH,CH)

RMN 3C (CDCls, & ppm) : 15,44 (CH), 25,05 (CH), 40,96 (CH), 111,68 (CH), 117,68 (Cq),
118,35 (Cq), 122,68 (CH), 123,74 (CH), 124,09 (A@5,52 (CH), 126,00 (CH), 127,79 (CH),
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135,72 (Cq), 137,35 (CH), 139,51 (Cq), 146,07 (Qd9,71 (Cq), 160,47 (Cq), 168,48 (Cq),
170,30 (Cq), 174,43 (Cq)

Analyse élémentaire C,1H15N303,0,3 HO
% calculé : C 69,53, H 4,33, N 11,58
% trouvé : C 69,68, H 4,37, N 11,49
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1-Benzyl-5-éthyl[1,2,3]triazolo[4,5-b]carbazole-4 A(1H,5H)-dione (257)

( )

Formule brute : ¢H;gN4O,
Masse molaire : 356,387 g.nﬁlo
Point de fusion : 279°C
Rendement : 50%

Mode opératoire :

Préparation de I'azotu2b5:

Dans un ballon de 100 mL on prépare une solutio0,d8 g (7,38 mmol) de NaNet 1,13 g
(6,61 mmol) de bromure de benzy@®4 dans 50 mL d’éthanol. La solution est ensuite ffhau
au reflux pendant 24h. On laisse refroidir puisagoute 40 mL d’eau et on extrait 'azotzB5

par 3 x 30 mL d’éther éthylique. La phase organigee séchée sur sulfate de sodium puis
évaporeée sous vide de la trompe a eau a une tetm@era20°C. On obtient un produit liquide
incolore huileux a I'odeur un peu anisée.

Réaction de cycloaddition

On prépare une solution de 0,152 g (0,5 mmol) de-lwomoquinone240 dans 10 mL
d’acétonitrile. On agite a température ambiantenedjoute goutte a goutte I'azot@®5 prépare
précédemment. Au bout de quatre jours, on obsaryaécipité orange. La suspension est alors
concentrée sous vide puis filtrée pour don2&¥ sous la forme d’'un solide orange qui sera

purifié par recristallisation dans I'éthanol

IR (KBr, v cm): 1678, 1667, 1652

RMN *H (CDCl3 J Hz, 8 ppm) : 8,33 (d, 1HJ = 7,2 Hz, H-9); 7,53 (m, 2H, H arom.); 7,46 (m,
3H, H arom.); 7,35 (m, 3H, H arom.); 5,98 (s, 2H4,Eh); 4,76 (q, 2HJ = 7,0 Hz, CHCHjy);
1,48 (t, 3HJ = 7,0 Hz, CHCHy)

RMN 3C (CDCls, & ppm) : 15,51 (CH), 40,95 (CH), 53,72 (CH), 111,66 (CH, 118,00 (Cq),
123,64 (CH), 124,37 (Cq), 125,81 (CH), 127,72 (CE29,08 (2 CH), 129,27 (CH), 129,35 (2
CH), 134,65 (2 Cq), 135,48 (Cq), 139,47 (Cq), 18%0q), 172,67 (CO), 172,90 (CO)

Analyse élémentaire Cy;H16N4O5, 0,4 HO
% calculé : C 69,37, H 4,66, N 15,41
% trouvé : C 69,41, H 4,44, N 15,48
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3-Benzyl-5-éthyl[1,2,3]triazolo[4,5-b]carbazole-4,a(3H,5H)-dione (258)

( )

Formule brute : gH,¢N4O,
Masse molaire : 356,387 g.no|
Point de fusion : 273°C
Rendement : 51%

Mode opératoire :

Préparation de I'azotu@s5: Voir synthése précédente

Réaction de cycloaddition :

On prépare une solution de 0,152 mg (0,5 mmol) al8-bromoquinone243 dans 5 mL
d’éthanol, on ajoute goutte a goutte l'azot@sb préparé précédemment. On laisse agiter a
température ambiante pendant 15 jours au coursudiBssgn exces d'azoture, fraichement
préparé, est rajouté régulierement. On observerfadtion d’un précipité orange. La suspension
est cocentrée sous vide puis filtrée pour condaismlide orange constitué par le mélange des
deux régioisomere857 et 258 qui seront séparés par chromatographie sur coldengel de
silice. Pour I'éluant, on commence par un meélandg#,Gl, / Ether de pétrole (1/1) en
augmentant, au fur et a mesure, les proportion€HeCl,. Le premier régioisomere sorti, on
termine par le mélange GEal, / AcOEt (8/1) pour sortir le deuxiéme régioisomere

On obtient 0,040 g (23%) &57 et 0,090 g (51%) d258

IR (KBr, v cm?) : 1666 (C=0)

RMN H (CDCl3 J Hz, 8 ppm) : 8,40 (dd, 1H,J = 7,9 et 1,1 Hz, H-9); 7,51 (m, 2H, H arom.);
7,6 (m, 6H, H arom.); 5,94 (s, 2H, GPh); 4,67 (q, 2HJ = 7,2 Hz, CHCHy); 1,48 (t, 3H,] =

7,2 Hz, CHCH;)

RMN C (CDCls, & ppm) : 15,56 (CH), 40,84 (CH), 53,93 (CH), 111,25 (CH), 119,97 (Cq),

124,42 (CH et Cq), 125,57 (CH), 128,24 (CH), 12§®€H), 129,33 (CH), 129,38 (2 CH),
133,56 (Cq), 133,95 (Cq), 134,48 (Cq), 139,96 (€4, 12 (Cq), 170,41 (CO), 175,44 (CO)

Analyse élémentaire Cy;H16N405, 0,2 HO
% calculé : C 70,07, %H 4,59, %N 15,56
% trouvé : C 70,10, %H 4,42, %N 15,55
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5-Ethyl-1-(4-méthoxybenzyl)[1,2,3]triazolo[4,5-b]cébazole-4,10QH,5H)-dione

(259)
OMe
Formule brute : H;gN,O5
Masse molaire : 386,414 g.rﬁ]ol
Point de fusion : 292°C
Rendement : 43%
Et
259 O

Mode opératoire :
Préparation de I'azotur209:

Dans un ballon de 100 mL, on pése 0,48 g (7,38 IndeoNaN, on ajoute 1,034 g (6,61
mmol) de chlorure de 4-méthoxybenz@e6 et 50 mL d’éthanol. On laisse agiter a température

ambiante et a I'abri de la lumiére pendant 24haf@nte 40 mL d’eau et on extrait I'azot#@9
par 3 x 30 mL d’éther éthylique. On séche sur selte sodium et on évapore le solvant sous
vide a température < 20°C. On obtient un liquidmiare huileux a I'odeur anisée.

Réaction de cycloaddition

On prépare une solution de 0,152 g (0,5 mmol) a@-bromoquinon&40 dans 10 mL
d’acétonitrile puis on ajoute goutte a goutte Itaze 209 préparé précédemment. La solution
obtenue est agitée a température ambiante pendasitjgurs. Un précipité orange apparait.
L’acétonitrile est évaporé sous vide et le résititeou est repris par I'éther éthylique et filtré
pour donner un précipité orange constitué d'un se&gioisomeére qui sera purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice P@uwant, on commence par un meélange
CH.CI, / Ether de pétrole (1/1) en augmentant, au fux etesure, les proportions de £H
pour terminer avec du GBI, pur. On obtient 0,082 g (43%) @89,

259 est également purifié par recristallisation dag@ihanol.

IR (KBr, v cm): 1679, 1668, 1655

RMN H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,38 (d, 1HJ = 7,6 Hz, H-9); 7,52 (d, 2H] = 8,2 Hz, H-
arom.); 7,49 (m, 2H, H-6 et H-7); 7,45 (m, 1H, H-8)90 (d, 2HJ = 8,5 Hz, H arom.); 5,93 (s,
2H, CH); 4,76 (q, 2H,J = 6,9 Hz,_CHCHj3); 3,80 (s, 3H, OCH); 1,48 (t, 3H,J = 6,9 Hz,
CH,CHy)
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RMN C (CDCls, & ppm) : 15,37 (CH), 40,86 (CH), 53,26 (CH), 55,65 (CH), 111,55 (CH),
114,74 (2 CH), 118,85 (Cq), 123,67 (CH), 124,45 (CI25,67 (CH), 126,96 (Cq), 127,60 (Cq),
130,58 (2 CH), 134,56 (Cq), 135,60 (Cq), 139,52)(1¢6,01 (Cq), 160,51 (Cq), 172,73 (CO-
10), 172,86 (CO-4)

Analyse élémentaire Cy,H18N403,0,6 HO
% calculé : C 66,52, H 4,87, N 14,10
% trouvé : C 66,57, H 4,64, N 13,96
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5-Ethyl-3-(4-méthoxybenzyl)[1,2,3]triazolo[4,5-b]cébazole-4,108H,5H)-dione
(260)

( )

Formule brute : &H;gN,O5
Masse molaire : 386,414 g.rﬁ]ol
Point de fusion : 270°C
Rendement : 30%.

OMe

Mode opératoire :

Préparation de I'azotu®9: Voir synthése précédente

Réaction de cycloaddition

On prépare une solution de 0,152 g (0,5 mmol) ad&-bromoquinon43 dans 5 mL
d’éthanol. On ajoute goutte a goutte l'azot@@9 préparé précédemmentet et on agite a
température ambiante pendant 10 jours. Aprés éatipprde I'éthanol, le résidu obtenu est
repris par I'éther éthylique puis filtré. Il contl@ un précipité orange contenant un mélange des
deux régioisomereg59 et 260 qui seront séparés par chromatographie sur coldengel de
silice (éluant : CHCI, / Ether de pétrole 3/1 puis GEl, pur puis CHCI, / AcOEt, 10/1).

On obtient 0,033 g (17%) du régioisom2ed et 0,058 g (30%) du régioisométe0,
260 est également purifié par recristallisation daghanol.

IR (KBr, v cm?): 1666

RMN *H (CDCl3 J Hz, & ppm) : 8,43 (d, 1H,J = 7,8 Hz, H-9); 7,46 (d, 2H] = 8,5 Hz, H
arom.); 7,42 (m, 2H, H arom.); 7,35 (m, 1H, H arpr§,88 (d, 2HJ = 8,5 Hz, H arom.), 5,88 (s,
2H, CHAr); 4,69 (q, 2H,J = 7,2 Hz,_CHCHy); 3,78 (s, 3H, OCH); 1,49 (t, 3H, J = 7,2 Hz,
CH,CHy)

RMN 3C (CDCls, & ppm) : 15,33 (CH), 40,58 (CH), 53,25 (CH), 55,46 (CH), 110,98 (CH),
114,42 (2 CH), 119,75 (Cq), 124,21 (CH et Cq), 325CH), 126,40 (Cq), 127,98 (CH), 130,31
(2 CH), 133,16 (Cq), 133,75 (Cq), 139,72 (Cqg), 926(Cq), 160,20 (Cqg), 170,26 (CO-4),
175,24 (CO-10)

HRMS calculé pour gH1gN4O5 : 386,13790, trouve : 386,13736
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PARTIE Il : ACTIVITES BIOLOGIQUES

103



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

CHAPITRE 1 : TOXOPLASMA GONDII ET LA TOXOPLASMOSE
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Les carbazolequinones naturelles ou synthétiquest montré des activités
antiparasitaires intéressantes, en particulier atgiwités anti-plasmodiale$" > Des travaux
précédents ont montré que des dérivés de parazcdel@inones avaient une activité anti-
toxoplasmique, et une activité inhibitrice de lariRel Nucléoside Phosphorylase (PNP)Tde
gondii ®’. Cette enzyme est une enzyme importante de ladeisauvetage des purines, seule
voie d’'acces pour le parasite aux bases puriqueis @@pend totalement de son héte, et ne peut
les synthétisetle novo

Apres avoir synthétisé des molécules de typertho-carbazolequinone,
isoxazolocarbazolequinone et triazolocarbazoleqenbobjectif était dans un premier temps de
tester leur activité antiparasitaine vitro sur une culture dédoxoplasma gondiiet dans un
deuxieme temps de tester leur action inhibitricelalPNP (purine nucléoside phosphorylase),

deT. gondii enzyme clé de la voie de sauvetage des purines.
| TOXOPLASMA GONDII

1) Découverte du parasite

Toxoplasma gondiiparasite responsable de la toxoplasmose a étndgt en 1908 a
Tunis et a Sao Paulo. Suite a une épidémie dedtdr chez un rongeuttenodactylus gundi
Charles Nicolle et Louis Hubert Manceaux a l'ingtiPasteur de Tunis isolérent un protozoaire
de forme arquée. lls le nommerérixoplasma gondidu grec toxon (arc) et plasma (forme).
Cette découverte fut présentée le 26 octobre 1908 gveran, a '’Académie des Sciences de
Paris. Au méme moment, A. Splendore trouva ce parasla suite de la mort de lapins de
laboratoire a Sao Paulo. Ces résultats furent @sibai 16 juillet 1908.

Dans les années 1920-1930, apparaissent les pesmigescriptions de cas de
toxoplasmose humaine (toxoplasmose congénitale mamifestations oculaires en 1923, un cas
d’encéphalite chez un enfant en 1939) et les tresssoms possibles entre hotes intermédiaires
par inoculation de tachyzoité& La mise au point des premiers tests sérologigizes les
années 1940 a permis de révéler I'importance geéhaalence de la toxoplasmose humaine.

Le r6le dans la transmission de la consommatioviatede insuffisamment cuite (et notamment

de viande de mouton) n’a été clairement identiié dans les années 1980

877. Bouaziz, A. Ghérardi, F. Régnier, M.E. SarcjirinBertheau, B. Fenet, N. Walchshofer, H. Filli&ur. J.
Org. Chem2002 11, 1834-1838

8 A. Wolf, D. Cowen, B. PaigeScience193989 :226-227.

89 G. Desmonts, J. Couvreur, F. Alison, J. BauddloGerbeaux, M. LelongRev Fr Etudes Clin Biol196510:
952-958.
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Anneaux apicaux (1 et 2)
Anneau polaire
Conoide
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Apicoplaste \
Appareil de Golgi
Centrioles -//,.{ :
Granule dense RY4
Nucleus _/_
Mitochondrie _/_
Apicoplaste \
Réticulum endoplasmique
Appareil de Golgi
Centrioles
Corps lipidiques
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Amylopectine
Granule dense
Pore postérieur

~

Figure 11 : Structure d’un tachyzoite (gauche) et 'dn bradyzoite (droite) de T. gondii en
microscopie électronique & transmission d’aprés Dudy etal. 1998
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Ce n’est enfin qu’en 1969 que le réle du chat corhite définitif et I'existence des oocystes
ont été démontrés, permettant alors de compreredrecifconstances de contamination des

herbivores et de décrire le cycle de ce pardsite

2) Classification et taxonomie

T. gondii est un protozoaire, de I'embranchement des Apitexap de la classe des
Coccidea, de l'ordre des Eimariida, de la famikes Garcocystidae. Il est 'unique représentant

du genre Toxoplasma.

3) Morphologie

T. gondiiest une coccidie a développement intracellulaieyatoire. Il existe sous trois

formes : tachyzoite, bradyzoite, oocyste>

3.1) Tachyzoite ou trophozoite

Cette forme existe chez tous les animaux homéotgerfgui maintiennent leur
température constante), dont les mammiféres ooviseEsmux, qui sont des hétes intermédiaires.
Son aspect” est piriforme, arqué, avec une extrémité effiléa05um x 3-4 pm.. Comme tous
les Apicomplexa, Toxoplasma gondiidispose d’'un complexe apical situé dans la partie
antérieure du tachyzoite, constitué par un confiidade spiralées de microtubules formant un
cone troqué), des rhoptries, d'un microneme, deudations denses (figure 11).

Il nexiste pas de structure motrice particulietes déplacements se font par des
mouvements circulaires, ondulatoires ou par ratatib se divise tres rapidement dans les
cellules qui I'nébergent. Il se multiplie donc decdn endocellaire dans les macrophages, par
endodyogénie. Cette forme est trés fragile, eltedéfruite par I'acidité gastrique, ou lI'eau de
Javel, mais elle est infectante pour le foetus ie ganguine de la mere a I'enfant via le

placenta.

3.2) Kyste

Cette forme sphérique ou ovoide de 15 a 200 unteeglsez I'héte intermédiaire. Le

kyste est constitué de 2000 a 3000 éléments seleblappelé bradyzoite. Le bradyzoite a une

%9\W.M. HutchisonNaturg 1965 206 961-962.

%1 J K. Frenkel, J.P. Dubey, M.L. MilleBcience1969164432-33.

%2 Site de I'université de Lille : cours de parasigie sur la toxoplasmaose http://arachosia.univ-
lille2.fr/labos/parasito/Internat/courspar/toxofrtih (consulté en 200

% Site de Wikipedia :_http://fr.wikipedia.org/wikifkoplasma_gondijconsulté en 20%)

4 J.P. Dubey, D.S. Lindsay, C.A. Sp&iin Microbiol Rev.;1998 11(2), 267-299.
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/‘@ Anneaux apicaux 1,2
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Figure 12 : Structure d’'un sporozoite deT. gondii en microscopie électronique d’aprés
Dubey etal. 1998%
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structure voisine du tachyzoite, mais il contiamptus des granules de glycogene (figure
11). Les bradyzoites se développent a lintérieerla vacuole parasitophore par division
endodyogénie plus lente que pour le tachyzoitepdi des kystes se forme a partir de la
vacuole parasitophore. Les kystes sont présentsivaaau du cerveau, de la rétine, ou des
muscles, ils produisent un antigene, la toxoplasmoe qui confere a I'hdte une immunité
protectrice. Les kystes résistent a I'acidité ggqsé et aux températures inférieures a 4%5°@
sont détruits apres une congélation a —20°C pemlasieurs jours, ou une cuisson a 70°C ou a
56°C pendant 30 min ou par salaisBnlLa contamination se fait par ingestion. Lorsges |
conditions sont favorables, les bradyzoites sestoament en tachyzoites qui vont se déplacer et

coloniser les cellules de I'hbte.

3.3) Oocyste

L’oocyste est de forme ovoide, mesure environ 9 ufn. il est tres résistant dans le
milieu extérieur. Il est le résultat de la repraitut sexuée chez le félidé qui est I’hote définitif
Il est éliminé dans les excréments, il effectuensduration en quelques jours a température
ambiante, en présence d'oxygéene. Deux sporocystediférencient en quatre sporozoites
chacun. Chaque sporozoite mesure 7 x 1,5um et gwssee organisation identique au
tachyzoite (figure 12). Les oocystes sont détrpas la chaleur (30 secondes a 90°C), la
dessiccation ou la congélation prolond@dls résistent & I'acide gastrique, aux détergeais
alcalis, aux acides. Il faut 1h avec de lammon@§u6% pour les détruif@. Ils sont infestants

par ingestion.

4) Cycle

Le cycle peut étre direct, court, sans héte intéliaiée (cycle monoxene) ou indirect en
passant par des hotes intermédiaires (cycle hé&@e)xL’hdte définitif est le chat ou les félidés
sauvages, I'hote intermédiaire n'est pas spécifigueagit d’'animaux a sang chaud, c'est-a-dire

les mammiféres ou les oisead

4.1) Félidé : hote définitif

Le cycle sexuélébute dans I'épithélium intestinal des félins,voiquant une coccidiose.
Apres ingestion, les membranes du kyste ou de ystecsont lysées dans I'estomac. Les

bradyzoites ou sporozoites ainsi libérés dans Hhaieke intestinale se transforment en

tachyzoites, qui pénétrent dans les entérocytasieRirs schizogonies (multiplications asexuées)

% Rapport du groupe de travail « Toxoplasma gondié ¥AFSSA dé®005:« Toxoplasmose : état des
connaissances et évaluation du risque lié a I'altatéon »
% J.P. Dubey.Int J Parasitol., 1998 28 1019-24.
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dans la vacuole parasitophore située entre lessitdls et le noyau de la cellule intestinale ont
lieu donnant des schizozoites. L'éclatement ddalesllibérent des mérozoites qui soit infestent
d’autres cellules, soit se transforment en gaméoayale ou femelle. Le macrogamétocyte
femelle est de forme ovoide, d’'une taille 5 a 7 pmposséde aucune division nucléaire, et son
noyau est globuleux. Le microgamétocyte male e$biaee sphérique (10 pum de diametre). Les
noyaux se divisent, libérant des microgameétes. eCgimeétogonie aboutit a la formation
d’'oocystes immatures qui sont émis en grande géaatiec les féces. Aprés sporulation, les
oocystes sont rapidement disséminés et consergantpbuvoir infectant dans le sol et I'eau
pendant plusieurs mois. Le cycle est complet qudride définitif s'infecte en ingérant une
proie contenant des kystes ou bien des végétaultésodioocystes. Apres ingestion de kystes,
les oocystes sont émis au bout de 5 a 6 jours ldarselles. Si I'héte définitif s’est infecté par

ingestion d’oocystes (sol,...), alors I'émissiomteérvient que 20 & 40 jours apres ingestion.

HOTE DEFINITIF L ENVIRONNEMENT
_ ) Gamétogonie EXTERIEUR

o

Y _,i‘ DD
A A L

- "%
i -

. AT L
TECREEEEA AR RERRTRN A TR TR R o
#

@ d HOTES INTERMEDIAIRES

Phase chronique

Figure 13: Cycle parasitaire deT. gondii. d’aprés Ferguson 2004’

4.2) Animaux homéothermes : hétes intermédiaires

Le cycle asexu@ lieu entre hotes intermédiaires. Aprés l'ingestie kystes tissulaires

ou d’oocystes matures, les bradyzoites ou les gpties se transforment en tachyzoites. Ceux-cCi

°"D.J.P. Fergusonint. J. Parasitol, 2004 34, 347-360
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seront disséminés rapidement dans tout I'organiparevoie lymphatique ou sanguine. Cette
phase de dissémination et de multiplication cooadpa la phase aigle de la toxoplasmose et ne
dure que quelques jours, avant I'enkystement deaspi@s au niveau des tissus cérébraux,

musculaires parfois oculaires, établissant la pbasanique.

4.3) La sporulation

Le succés de la sporulation qui se déroule danmileu extérieur, dépend de la
température, des conditions d’aérobiose et d’hygtam Expérimentalement, la sporulation est
d’'autant plus longue que la température est faiBtejours & 11°C contre 48 h & 25%C D’une
facon générale, les oocystes perdent leur capaaoruler aprés congélation 1 jours a —21°C
ou 7 jours & —6°C° ou aprés exposition & la chaleur 24 h & 37°C omibdites (min) & 50°¢° .

La sporulation est encore possible apres conservaes oocystes non sporulés a 4°C pendant
11 semaines®. En conditions anaérobies, la sporulation pelw¢ Btcompléte (arrét au stade
sporocyste) et produire des oocystes non infectdht®. La sporulation peut reprendre

partiellement (4%) en conditions aérobies aprésd3@naérobiosé® .

Figure 15 : Oocyste sporulég’aprés Centers for Disease Control and Prevef@@C)

% J.P. Dubey, N.L. Miller, J.K. Frenkel. Exp. Med.197Q 132 636-662

% J.K. Frenkel., J.P. Dubey.Parasitol, 1973 59 587-588

10p s. Lindsay, B.L. Blagburn, J.P. Dubafet. Parasitol, 2002 103 309-313.
1013.P. Dubey, N.L. Miller, J.K. Frenkel. Parasitol, 197Q 56, 447-456
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Il LA TOXOPLASMOSE

1) Epidémiologie

La toxoplasmose est une parasitose cosmopolite, @ve séroprévalence variable d’'un
pays a l'autre (de 7 a 80 %) et parfois a I'intérid’'un méme pays. Les prévalences inférieures a
30 % s’observent principalement en Amérique du NerdGrande-Bretagne, en Scandinavie et
en Asie du Sud-Est. Elle va de 20 a 50 % en Eudopsud ainsi que dans les régions humides
de I'Afrique Les prévalences supérieures a 60 %sgovent principalement en Afrique et en
Amérique Latine. L’Europe de I'Ouest continentalées prévalences de 50 & 70%4°%

En France la séroprévalence a longtemps été é{8286 en 1960, 66% en 1982), mais
elle a diminué régulierement depuis 40 ans poeiratte 54% en 1995 et 44% en 2003, avec des
variations régionales encore mal expliquées. Leditions climatiques, mais aussi d’autres
facteurs de risques, liés aux modes de vie etlinatation ont été évoqués pour expliquer ces
différences de prévalence entre les pa¥s
La toxoplasmose est une parasitose avec troisviase™:

1%" sol, eau, litiere du chat: oocyste infestant.
2°™: viande crue, ou mal cuite: kyste.
3*™M: femme enceinte, réservoir pour le foetus.

L’incidence de la toxoplasmose dans la populatiénégale est difficile a évaluer car
l'infection est le plus souvent asymptomatique. Eance, le nombre annuel de nouvelles
infections, estimé par modélisation en se basantdes données de prévalence de l'enquéte
Périnatalité 1995, est compris entre 200 000 et(BD cas avec environ 30 000 a 45 000 cas
symptomatiques®® 1% Cette étude a été renouvelée lors de I'Enquétieridde Périnatale 2003
avec la méme méthodologie. La séroprévalence giaaR003 est de 44%%.

Des données plus précises ont pu étre obtenues lekepatients immunodéprimeés
(SIDA) qui présentent des formes cliniques sévédaésant I'objet d’une notification. Le nombre
de cas déclarés de toxoplasmose inaugurale chgmiemnts SIDA est environ de 200 par an,
aprés avoir sensiblement diminué entre 1992 (86Patal 997 (250 cad§® " 1%,

102 1. Evans. Ho-Yen DO, Joss AWL, eds. Oxford. Oxfordversity.1992 26-55.

1037 Ancelle, V. Goulet, V. Tirard-Fleury, L. Bari;. Du Mazaubrun, P. Thulliez, M. Wcislo, B. CarnEH.
1996 51, 227-229.

1947 Ancelle, V. Goulet, V. Tirard-Fleury, L. Bari;. Du Mazaubrun, P. Thulliez, M. Wcislo, B. Carpferance,
Saint-Maurice. Octobr#996: p27 Rapport du Réseau National de Santé Publique

195 F Berger. Mémoire de Master M2 “Epidémiologieettherche clinique”. Université Paris Y2005

% E_ Derouin, P. Thulliez, Y.J. GariRathol Biol 1991, 39, 255-259.

97E. candolfi, M.L. Partisani, E. De Mautort, S. Beticourt, M. Frantz, T. Kien, J.M. Largtesse Med 1992
21, 394-395.

%8 E. Bourdillon, F. Raffi, C. Pradier. BEH996 17:96.
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Les données d'incidence de la toxoplasmose au deuls grossesse proviennent toutes
des données de surveillances sérologiques systpraatil'incidence de la toxoplasmose chez la
femme enceinte séronégative a fortement baissé& @60 (environ 40 cas/1000 femmes
séronégatives) et 1995 (entre 5,4 et 13,2 cas/1€@®nes séronégatives). La séroprévalence
ayant diminué notablement pendant la méme périedepmbre de femmes séronégatives a
augmenté et le nombre d’infections rapporté a emse des grossesses reste situé entre 2,4 et
5,8 cas/1000 grossesses en 1995. Par une approntfémentaire (relevé du nombre des
amniocenteses réalisées pour une infection matereeal cours de grossesse) le nombre de
séroconversions chez les femmes enceintes a étéeest2700 pour I'année 2000. En tenant
compte, d’'une part des résultats des amniocentésabautre part du risque de transmission
materno-foetale (29%), le nombre d’enfants nés ¥évamec une toxoplasmose congénitale a été
estimé a 600 cas environ. En se référant aux derdiéaudes de cohortes d’enfants infectés, il a
été estimé que sur ces 600 cas, 174 enfants audagrséquelles dont 11 une hydrocéphalie et

145 une rétinochoroidité?

2) Physiopathologie
2.1) Réle de I'immunité

Le contréle de l'infection toxoplasmiquest a la fois dépendant de I'immunité et du terrain
génétique de I'hdte. L'immunité cellulaire T joua wdle prédominant. L'interféron jouant un
réle essentiel dans I'activation des macrophagdsmduction des mécanismes effecteurs sur le
parasite ou les cellules parasitées. Les macrophége NK, cellule T et cytokine (IL2, TNF
alpha, INF gamma) des ions superoxydes, des déniés et du produit du métabolisme de
I'acide arachidonique interviennent. Tout défiaibfond de I'immunité cellulaire (iatrogene ou
lié a une pathologie associée) peut favoriser leveswe d'une toxoplasmose grave par
réactivation de kystes acquis lors d’'une infectimérieurement acquise. L'immunité humorale

n'a pas de réle essentiel dans la résistancefadtion.

2.2) Facteurs de pathogénicité

Les rbles respectifs du stade infectant, de l&etdi I'inoculum et de la voie de contamination,
sont bien évalués chez la souris mais trés mal ummhez 'homme”. Chez 'homme, le
génotype Il de la souche infectante est le plugueément retrouvé, aussi bien dans les

toxoplasmoses congénitales que chez I'héte immuprodé.
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2.3) Physiopathologie des lésions

Elle est directement liée a la prolifération deshtaoites et a la lyse des cellules qu’ils
infectent. Les kystes (contenant des bradyzoitéshtnainent pas directement de lésions
tissulaires mais sont susceptibles de se réactiver.

Apres ingestion (mode de contamination de l'aduéieplus fréquent), le parasite
dissémine par voie hématogéne et lymphatique. stase, on observe des adénopathies dans 10
a 20% des ca¥®, caractérisées par une forte hyperplasie follicejanais sans nécrose. Ces
adénopathies cervivales le plus souvent, s’accongrdagl’une fievre prolongée a 38 °C, d’'une
asthénie. Le taux des monocytes augmente, et ladiealest tres comparable dans ses
manifestations cliniques & une mononucléose irgasé. La guérison est relativement lefte.
110

Les toxoplasmes pénetrent les cellules du systést@rhonocytaire, s’y multiplient,
sont libérés, contaminent d’autres cellules. Le fest le premier organe atteint, le parasite se
multiplie dans les hépatocytes, puis les tissusphwides, le poumon, le cerveau, les tissus
musculaires, la rétine, le placenta (puis le foedos} atteints. L'infection des tissus, consécutive
a la parasitémie est le plus souvent asymptomatiipez les sujets immunocompétents. La
réaction immunitaire intervient dans un deuxiénmape avec lyse des tachyzoites libres par les
anticorps, mais dans les organes pauvres en grgjderpassage de cellule en cellule se poursuit
(rétine, cerveau). Les lésions d’encéphalite etéti@ochoroidite sont essentiellement observées
en cas d’'infection congénitale ou chez des patienitsunodéprimés: elles sont constituées de
zones de nécrose, associées a une forte reactimmmatoire. Des atteintes multiviscérales sont
également possibles (poumon, cceur, foie) chez atsnps. L'atteinte cérébrale peut associer
vascularites, thromboses et calcifications. Cesiéspeuvent étre secondairement responsables
d'hydrocéphalie. L’atteinte oculaire, au niveadaigtine est fréquentd&’

Dans un troisieme temps, les kystes pourraienosadr dans n'importe quel organe,
mais ne persisteraient que dans les organes possdela cellules a longue durée de vie, ou
moins exposées a la réponse immune (cerveau, laedl)bradyzoites demeurent dans le kyste,

s’y multiplient puis entrent dans un état de queese.

'%R.E. Mc Cabe, R.G. Brooks, R.J.S. DorfmBey Infect Dis1987, 9, 754-774.
110 Moniteur de l'internat @"tome , collectif, groupe LIAISONS, edition 2002
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3) Tableau clinique
3.1) Toxoplasmose chez le sujet immunocompétent

La survenue d'une toxoplasmose est cliniquemepparante dans environ 80% des cas,
y compris chez la femme enceinte non immuniséeavis de T. gondii. Lorsqu’elle est

apparente, elle peut présenter plusieurs formeg,aotaines séveres.
3.1.1. La toxoplasmose ganglionnaire

C’est la forme clinique la plus fréquente (15 a 2086 cas), caractérisée par la présence
d’adénopathies, le plus souvent localisées damégi@n cervicale ou occipitale. Les ganglions
peuvent étre volumineux, mais restent indoloreasti&ues, et n’évoluent jamais vers la
suppuration. S’y associent une asthénie, souveahse et prolongée, une fievre modérée et
parfois des myalgies. Ces symptdomes peuvent pargmtsieurs mois avant de régresser

spontanément sans traitem&ht
3.1.2. Les atteintes oculaires

Longtemps considérés comme exceptionnelles chammlinocompétent, les atteintes
oculaires peuvent étre contemporaines ou retami&gdusieurs années par rapport a la date de
contamination. Lorsqu’elles sont retardées, ellegespondent a une réactivation locale de
kystes résiduels de la primo-infection. En Fra@a vreur et Thulliez en rapportent 45 cas sur
une période d’observation de 13 affs associées dans 2 cas a des manifestations ngigues.
L’investigation de plusieurs épidémies de toxoplasena permis de montrer une incidence
nettement plus élevée de rétinochoroidites cons@sud une toxoplasmose récente, atteignant
14% des cas au cours de I'épidémie de Greaterrificta Canada™.

En dehors des situations épidémiques, cette fréguerste probablement sous-estimée
dans la population générale, en raison des difésuliu diagnostic de la toxoplasmose oculaire.
Dans une série de 62 cas de toxoplasmoses oculBirésin estime que 35% des cas sont

d’origine acquise™*.
3.1.3. Formes séveres de toxoplasmose

Associées a la toxoplasmose ganglionnaire, desia$ecutanées a type d’exantheme, de

dermatomyosite et des atteintes viscérales, hémeig myocardiques, péricardiques,

1113, Diebold, J. Audouin, A. Letourneau, S. CauReivue Francaise des Laboratoiré988 178 83-89.
112 3. Couvreur, P. Thullie®resse Med 1996 25 438-42.

13W.R. Bowie, A.S. King, D.H. Werker, J.L. Isaac-Rem A. Bell, S.B. Eng, S.A. Mario.ancet 1997, 35Q
173-177.

114 A.P. Brézin, E. Delair-BriffodEncycl Méd Chir, Ophtalmologi€003 21-230-B-15,14pp.
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pulmonaires ou neurologiques peuvent étre obseV&Es 1" 118  Des atteintes multiviscérales
ont été observées en Guyane francaise chez destsadyant consommé de la viande de gibier,
soulevant I'hypothése d’'une contamination par descles deT. gondii d'une virulence

particuliere!*® .
3.1.4. Evolution

Généralement, la toxoplasmose reste totalememttéatenalgre la persistance des kystes

dans les tissus.

3.2) Toxoplasmose chez 'immunodéprimé

Chez les patients immunodéprimeés, l'infection faisguite a une contamination par voie
orale est le plus souvent asymptomatique. Chepalisnts présentant un déficit trés profond de
I'immunité, I'hypothése d'une dissémination hémategfaisant directement suite a l'infection a
été évoquée dans quelques cas de toxoplasmoseabéréh de toxoplasmose pulmondite!?°
121 Chez les transplantés d'organes contaminés pgrreffon contenant des kystes Hegondii
on observe un rejet fébrile, se compliquant rapelmd'une dissémination avec atteinte
hépatique, une péricardite, une myocardite, unemoeathie ou d'une focalisation cérébrafe
123124125 | o5 transplantés sont exposés aux risques devedam de leurs kystes cérébraux
s’ils sont séropositifs pour la toxoplasmose, anhils peuvent recevoir les kystes du donneur
présents dans le greffon. Le probleme se pose aloles receveur n'est pas immunisé. Les
receveurs comme les donneurs sont dépistés sygijépraent.

Dans la grande majorité des cas, les formes gr@d&dexoplasmose sont consécutives a
la réactivation d'une infection acquise antériew@einLes formes cliniques sont comparables,
qguelque soit le type d'immunodépression sous-jacettl’atteinte cérébrale est de loin la plus
fréquente. Mais il existe une plus grande fréquateeformes pulmonaires et disséminées chez

les greffés de moelle allogéniqtf8.

11535 K. Magid, L.J. KagerAm J Med, 1983 75, 313-320

1185 D. Mawhorter, D. Effron, R. Blinkhorn, P.J. Spaglo.Clin Infect Dis, 1992 1, 1084-1088.

1173, Chandenier, G. Jarry, D. Nassif, Y. DouadiRaris, P. Thulliez, E. Bourges-Petit, C. Racdaur J Clin
Microbiol Infect Dis, 200Q 19, 375-379.

188 Carme, F. Bissuel, D. Ajzenberg, R. BouyneAgnar, M. Demar, S. Bichat, D. Louvel, A.M. BourbigC.
Peneau, P. Neron, M.L. DardkClin Microbiol., 2002 40, 4037-4044.

119¢. Pomeroy, G.A. FiliceClin Infect Dis, 1992 14, 863-870.

120 Raffi, M. Tiab, O. Morin, F. DerouifPresse Med 1992 28 584-585.

121, Rabaud, T. May, J.C. Lucet, C. Leport, P. Angeérhomas, FClin Infect Dis, 1996 23 1249-1254

122B J. Luft, Y. Naot, F.G. Araujo, E.B. Stinson, J®mingtonAnn Intern Med 1983 99 27-31.

123G, E. Speirs, M. Hakim, R.Y. Calne, T.G. WregHhiiin Transplantation1988 2, 257-260

1247 G. Wreghitt, M. Hakim, A.H. Balfour, P.G. StoyiS. Stewart, J. Scott, T.A.H. English, J. WallwatiClin
Pathol, 1989 42 194-199.

125D M. Israelski, J.S. RemingtorCurr Clin Top Infect Dis 1993 13 322-356.

126 A Mele, P. J. Paterson, H.G. Prentice, P. LeBrG,. Kibbler.Bone Marrow Transplant2002 29, 691-698.
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3.2.1. Toxoplasmose cérébrale

L’encéphalite toxoplasmique focalisée est la matdion clinique la plus fréquente chez
les malades immunodéprimé$’ *?® . Elle associe de la fiévre et une symptomatologie
neurologique trés diverse : céphalées, déficitsearst ou sensitifs, comitialité, troubles
psychiatriques® *2 L'imagerie par scanner ou IRM montre habituellatmen ou plusieurs
abces dont la périphérie prend fortement le prod@itontraste : aspect en cocarde (figure 17).

On peut également observer des encéphalites diffeaas image radiologique.

ANOFEL

Figure 17 : aspect en cocarde d’'une encéphalite toplasmique

3 2.2. Toxoplasmose extra-cérébrale
3.2.2.1. Localisation oculaire

Chez les patients immunodéprimés (SIDA principalenéa localisation oculaire est la
deuxieme, par sa fréquence, apres la toxoplasnéwébrale, a laquelle elle est associée dans 10
a 20% des cas® 32 133 0On observe une grande variété de lésions clisiqde type
rétinochoroidite, uni- ou multifocales ou diffusgmrfois bilatérales. Elles sont souvent plus
étendues et hémorragiques que chez les patientsinogompétents mais avec une réaction

inflammatoire moins intense. Une uvéite antériamstefréquemment associ&é.(figure 18)

127.C. Leport, J.S. RemingtoRresse Meg 1992 21, 1165-1171

1288 J. Luft, R. Hafner, A.H. Korzun, C. Leport, Dn#oniskis, E.M. Bosler, D.D. 3rd Bourland, R. Utiztmandani,
J. Fuhrer, J. Jacobson, et cbllIEngl J Med 1993 329 995-1000.

129 ¢ Raffi, J.P. Aboulker, C. Michelet, V. Reliquét, Pelloux, A. Huart, I. Poizot-Martin, P. Morld&, Dupas,
J.M. Mussini, C. LeportAIDS, 1997, 11, 177-184.

10 F Gray, R. Gherardi, E. Wingate, J. Wingate, &dfon, A. Gaston, A. Sobel, J. Poiri&Neurol, 1989 236
273-277.

1311 Cochereau-Massin, P. LeHoang, M. Lautier-FEawZerdoun, L. Zazoun, M. Robinet, P. Marcel, Bragd, C.
Katlama, C. Leport, et colAm J Ophthalmo) 1992 114 130-135.

132 G.N. Holland Am J Ophtholmalogy2003 136 973-988.

133 G.N. Holland Am J Ophthalmology2004 137, 1-17.

134|, Kuo, N.A. RaoSpringer Sem Immunopathd999 21, 161-177
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Figure 18 : rétinochoroidite, active , centrale opériphérique d’aprés Centers for Disease
Control and Prevention (CDC)

3.2.2.2. Localisation pulmonaire

Moins fréquente, mais d'une extréme gravité, elsd ebservée chez des patients
profondément immunodéprimés et se caractérise qERapaneumopathie hypoxémiante, avec un
aspect radiologique de pneumopathie interstitieflé** 3> Dans la plupart des cas, I'évolution
est fatale en quelques jours avec I'aggravatioideages symptdémes pulmonaires et la survenue
fréquente d'un état de chd®.

3 2.2.3. Autres localisations et formes disséminées

De nombreuses autres localisations ont été décritexdullaires, musculaires, cutanées,
hépatiques, digestives, cardiaques, testicul&iréd’ .

3.3) Toxoplasmose congénitale

Suite a la contamination de la mére, le parasities#i par voie hématogéne dans son
organisme et passe le placenta. La parasitémibrege¢ chez la mere mais le parasite présent
dans le placenta y reste jusqu’au terme de la gsgess Le traitement par la spiramycine, diminue
le taux d’infection.

Il existe un polymorphisme clinique, les conséqasnde l'infection étant variables,
allant de la perte foetale & une atteinte céréls@ere ou, au contraire, a une forme infra-
clinique. Le risque de transmission du parasitevarge avec I'age de la grossesse au moment
de la contamination maternelle. A l'inverse, lavig@ de l'infection fcetale évolue de facon
opposée. Au cours du ler trimestre de grossegsiection foetale se produit dans moins de 6 %
des cas mais conduit dans la majorité des cas doume sévére ou a une perte feetale. A
I'inverse, au 3éme trimestre de grossesse, le gassans-placentaire survient dans 80 % des cas

135C. Rabaud, T. May, C. Amiel, C. Katlama, C. Lep®rtAmbroise-Thomas, P. Canton.

Medicine (Baltimore)1994 73 306-314.

136 3.C. Lucet, M.P. Bailly, J.P. Bedos, M. Wolff, Bachot, F. VachorChest, 1993 104 1054-1058

137 M. Ganji, A. Tan, M.I. Maitar, C.M. Weldon-Linn&. Weisenberg, D.P. Rhongrch Pathol Lab Med 2003
127,732-734
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et donne généralement une infection infra-clinigla. cours du second semestre, l'infection
foetale se produirait dans 25 a 30 % des’¢as® .

La maladie peut se présenter de facon extrémemgrtsd avec des atteintes de
pratiguement tous les organes. En plus de sa d#&gls deuxieme caractéristique de I'affection
est son potentiel évolutif imprévisible; des |ésiartulaires pouvant survenir ou récidiver de
facon inopinée“® . Il s'agit essentiellement de rétinochoroiditesau bilatérales évoluant vers
une cicatrisation pigmentée et/ou atrophitife

Les cas rapportés dans la littérature sont trésrdggnes. La fréquence et la gravité des
|ésions varient selon les études car les modalligslusion des patients sont différentes. Ainsi le
recrutement peut étre basé soit sur lI'observatiencds cliniques, soit sur un dépistage
systématique des séroconversions au cours de $sagse, ce qui permet d’investiguer et de
suivre tous les enfants y compris ceux porteurodees infra-cliniques. Parmi les cas étudiés,
certains ont pu bénéficier d’'un traitement antdn&afin la durée du suivi des patients est un

facteur important pour I'’évaluation des séquellesadmaladie.

Pour Desmonts ell 1974, la présentation de la maladie se diviseuerre tableaux***

1. Atteinte neurologique avec hydrocéphalie (olusiom de l'aqueduc de Sylvius),
microcéphalie, microphtalmie avec ou sans rétinomldde. Ces signes peuvent étre observés a
la naissance ou étre diagnostiqués plus tard. élmutappelle qu'une hydrocéphalie peut étre
observée dans les premiers mois de vie en dépit daveloppement psychomoteur normal.
L'imagerie médicale permet le diagnostic anténdes atteintes cérébrales qui sont détectées
soit en échographie de morphologie foetale soit reagerie par résonance magnétique.
L'échographie fcetale permet d'identifier principad@t deux types de lésions : des dilations
ventriculaires, habituellement bilatérales et symées et des hyperdensités intracraniennes
correspondant aux calcifications observées apréaitsancé®? .

2. Atteinte généralisée sévere avec exanthéme orpaplulaire, purpura, pneumonie,
ictéere, hépato-splénomégalie. Ce tableau peut égsepter avec ou sans atteinte oculaire ou
neurologique.

3. Atteinte modérée avec hépato-splénomégaligéreicavec ou sans thrombocytopénie.
La relation de ce signe avec l'infection toxoplagn@ est souvent établie plus tard, parfois

devant I'apparition d’un foyer de rétinochoroidite.

8. Dunn, M. Wallon., F. Peyron. E. Pertersen.P€ckham, R. Gilbert.ancet 1999 353 1829-1833

139 G. Desmonts, J. CouvrelBem Hop Paris1986 62 1418-1422

10F peyron, M. Wallon, C. BernardouX.Engl J Med 1996 334 993-994.

141 G. Desmonts, J. Couvreun. Conn RB (éditeur) “Current diagnosis” 7. WB Sauisd@ompany, Philadelphia,
1974,274-297.

12 Jacquemardn "Congenital toxoplasmosis" P. Ambroise-Thomas anBédglersen Ed.;

Springer-Verlag, Pari000111-120.
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4. Atteinte infra-clinique : le patient peut reséeslymptomatique tout au long de sa vie ou
au contraire présenter des atteintes oculairesldaravité dépend de la localisation par rapport
a la macula. Cette classification rend bien condpt@olymorphisme clinique de I'affection et du

retard d'apparition de certaines manifestations.

La toxoplasmose congénitale en France :

Depuis 1992 la France a rendu obligatoire le ssénologique mensuel des femmes
enceintes non immunisées contre la toxoplasmoste @esposition permet la détection des
séroconversions maternelles. De plus les enfamtagonés bénéficient d'un traitement et d'un
suivi permettant le dépistage des séquelles tasdlieda maladie.

Une étude récentealisée en Francé® rapporte le diagnostic et le suivi sur une période
médiane de six ans de 1506 femmes enceintes aygs®npe une séroconversion toxoplasmique
en cours de grossesse. Toutes les séroconversitnété prises en charge selon un méme
protocole et dans un méme centre. A la naissarseerfants ont été investigués et traités de
fagcon homogene. Le suivi sur une période médiané des apres la naissance permet d’avoir
une estimation relativement précise des séquedidmafflection chez des enfants ayant bénéficié
d'un traitement anté et post-natal.

Cingquante trois grossesses se sont terminéesasainpavortement spontané (22 cas dont
6 infections toxoplasmiques prouvées), soit par interruption médicale de grossesse (27 cas
dont 16 infections prouveées) soit par un enfanttmér (4 dont 3 infections prouvées). Il
s'agissait dans la majorité des cas de contamitsatie début de grossesse.

Sur les 1384 enfants vivants et correctement suivi®bo n'étaient pas infectés. Ce chiffre
confirme bien que les indications d'interruption deossesse doivent étre posées avec
discernement, d'autant que les manifestationsgcles sont le plus souvent modérées. En effet,
sur 327 enfants contaminés, seuls 24% présentdesitiésions oculaires. Tous avaient un
développement et une scolarité normale. Dans céttele, les séquelles visuelles et
neurologiques étaient modérées ce qui contraste lagetableaux rapportés dans la littérature.
Enfin, le fait que la moitié des lésions soit diagtiquée apres I'age de 2 ans et que 29 % des
enfants aient présenté un nouvel événement ocularent les 12 premiéres années de vie est en

faveur de la nécessité d'un suivi ophtalmologicagilier.

143 M. wallon, L. Kodjikian, C. Binquet, J. Garweg,Rleury, C. Quantin, F. PeyroRediatrics, 2004,113 1567-
1572.
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4) Diagnostic

Suivant le contexte clinique, le diagnostic biotpgg de la toxoplasmose repose sur la
mise en évidence des anticorps spécifiques etisnilement du parasite ou de 'ADN parasitaire.

Le diagnostic ne faisant pas I'objet de notre tlamwaus ne développerons pas.

5) Principaux schémas thérapeutiques

Les schémas thérapeutiques sont peu nombreus, Epibsent sur un nombre limité de
molécules. Ces molécules sont groupées en deuxldamlies inhibiteurs de la synthése de
I'acide folique et les macrolides. Ces médicameetsont actifs que sur les tachyzoites, mais a
I'exception de I'atovaquone, ils sont inactifs tes kystes.

5 1 Toxoplasmose en dehors de la grossesse, chemtiunocompétent

L’abstention est la régle sauf dans les formes symatiques. Dans les formes bénignes,
'administration de spiramycine ou de cotrimox&zeist proposée. Dans les formes graves,
notamment en cas d’atteinte oculaire ou viscétalgaitement par I'association pyriméthamine

+ sulfadiazine est efficacé 44145146

5 2 Traitement de la toxoplasmose congénitale
5 2 1 Traitement ante - natal : prévention de la ®nsmission materno-foetale

Tant que l'infection fcetale n'est pas prouvéerdéeiment de la mere par la spiramycine est
proposé jusqu'a l'accouchement ou jusqu'au résudltatdiagnostic anténatal. Ce choix
thérapeutique reste recommandé de par la condentdd médicament dans le tissu placentaire
et son absence d'effet tératogene. En revanclegnible bien établi que la spiramycine n'a
aucune efficacité sur les Iésions foetal®s En conséquence, dés que linfection foetale est
démontrée, le traitement par la spiramycine estpl@cé par l'association pyriméthamine +
sulfadiazine ou pyriméthamine + sulfadoxine (+ rfate de calcium) dont l'efficacité sur les

148 149 150

lésions foetales est mieux étabif , mais contestée par certains en l'absence d'étude

prospective controlég* 1213

144 3. Couvreur, C. Leport. Yu V.L., Merignac T.C.rBare S.L.(ed) Williams & Wilkins1998600-612.

195 E . DerouinCurr Opin Investig Drugs 2001,2, 1368-1374.

48| H. Bosch-Driessen, F.D. Verbraak, M.S. Suttogu8ten, R.L. van Ruyven, A.M. Klok, C.B. Hoyng, A.
Rothova.Am J Ophthalmo) 2002 134 34-40.

147 E. Daffos, F. Forestier, M. Capella-PavlovskyTRulliez, C. Aufrant, D. Valenti, W.L. Co Engl J Med
1988 318 271-275.

198 p_Hohlfeld, F. Daffos, P. Thulliez, C. Aufrant,Gouvreur, J. MacAleese, D. Descombey, F. Forestie
Pediatr, 1989 5, 765-769.
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Lorsque la contamination materno-fcetale est corsdéomme trés probable (contamination
maternelle au cours des derniers mois de la gresgese traitement par l'association
pyriméthamine + sulfadiazine ou sulfadoxine estegmis d'emblée par certaines équipes, sans

pratique d'un diagnostic anténatal.
5 2 2 Traitement congénital de I'enfant

Dés la naissance, il repose sur I'administratiatopigée de pyriméthamine+sulfadiazine
ou sulfadoxine pendant au moins douze mois. L'agtntion concomitante d'acide folinique
est indispensable. La mise en place d'un traiterpefitoce et sa poursuite sur une période
prolongée permettent de réduire sensiblement lguérce et la gravité des séquelles
neurologiques et ophtalmologiques1>>1°¢157 | e traitement des rechutes et en particulier des
rétinochoroidites toxoplasmiques aigués associenardiellement pyriméthamine + sulfamide,
eventuellement associés a une corticothérapie Uersia composante inflammatoire est
importante*** 148 158 Drautres alternatives thérapeutiques ont étéqsees dans la toxoplasmose

oculaire mais il manque des études cliniques coatipas®>® 1% .

5 3 Toxoplasmose chez 'immunodéprimé
5 3 1 Traitement curatif

Le traitement curatif des formes graves (toxoplasasraerébrale, extracérébrale, oculaire)
chez l'immunodéprimé repose, en premiere intentisur, I'association pyriméthamine +
sulfadiazine ou pyriméthamine + clindamycine en iistrant systématiguement de l'acide
folinique pour prévenir la myélotoxicité de la pypéthamine. Un traitement par dose de charge
pendant 48 heures est suivi par un traitementiagtiose pendant 4 a 6 semaines. Lorsqu'il est
toléré, ce traitement est rapidement effické*”.

Chez les patients dont le déficit immunitaire peesile traitement d'attaque doit étre

suivi par un traitement d'entretiéft 1*4. En effet, le traitement curatif n’élimine pas fermes

1491 Villena, D. Aubert, B. Leroux, D. Dupouy, M. Traud, C. Chemla, T. Trenque, G. Schmit, C. Quer&lix,
Guenounou, M. Pluot, A. Bonhomme, J.M. PinBnand J Infect Dis1998 30, 295-300.

130w Foulon, I. Villena, B. Stray-Pedersen, A. DdeosM. Lappalainen, J.M. Pinon, P.A. Jenum, K. ied, A.
NaessensAm J Obstet Gynecoll999 18Q 410-415.

1| Gras, R.E. Gilbert, A.E. Ades, D. Dunint J Epidemial, 2001, 30, 1309-1313

152 R E. Gilbert, L. Gras, M. Wallon, F. Peyron, AAdes, D.T. Dunnint J Epidemial, 2001, 30, 1303-1308.
18R, Gilbert, L. GrasBJOG, 2003 11Q 112-20.

1543. Couvreur, Ph. Thullied. Pédiatrie et de Puériculture1989 2, 80-88

135 3. McAuley, K.M. Boyer, D. Patel, M. Mets, C. Sts, N. Roizen, C. Wolters, L. Stein, M. Stein, $¢hey, et
al. Clin Infect Dis, 1994 18 38-72.

1% N. Roizen, C.N. Swisher, M.A. Stein, J. Hopkins\K Boyer, E. Holfels, M.B. Mets, L. Stein, D. Phte.
Meier, et coll.Pediatrics.,1995 95, 11-20

157 A.P. Brezin, P. Thulliez, J. Couvreur, R. NobreMRleod, M.B. MetsAm J Ophthalmo) 2003 135 779-84.
%8 G.N. Holland, K.G. LewisAm J Ophthalmo) 2002 134 102-114.

139p A. Pearson, A.R. Piracha, H.A. Sen, G.J. J&fftithalmology1999 106 148-153

%0 M.R. Stanford, S.E. See, L.V. Jones, R.E. Gils@phthalmology, 2003 110 926-931
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kystiques et le risque de réactivation d'un Kkystatert persiste tant que dure
'immunodépression. Les médicaments utilisés seakalu traitement curatif mais a demi-dose.
En cas d'intolérance a la pyriméthamine et/ou auKamides, les alternatives
thérapeutiques sont peu nombreuses : cotrimoxaanleoie intraveineuse et a forte do¥e?,
pyriméthamine + macrolidé*® ou atovaquoné® ** Ces médicaments ou associations sont
cependant moins efficaces ou moins bien toléréedagutraitements de référence, aussi bien en

traitement d'attaque que d'entretien.
5 3 2 Traitement prophylactique secondaire

Chez les patients infectés par le VIH ayant unelsgie de toxoplasmose positive et un
taux de CD4<100/mm3® | le cotrimoxazole est habituellement utilisé, aiministration
quotidienne ou bihebdomadaire. Cette prophylaxéxigigue doit s'associer a la mise en place
d’'un traitement antirétroviral efficace.

Chez les greffes de moelle allogénique ayant umelcgpe positive avant greffe, le
cotrimoxazole ou I'association sulfadoxine + pyrth@nine peuvent étre utilisés, mais ne sont
habituellement administrés qu'a partir de la finpdemier mois apres la greffe pour éviter de
retarder la reconstitution hématologique des ptigbette prophylaxie est maintenue pendant 6
mois, voire plus longtemps en cas de réaction effagr contre hote (GVH)®.

Chez les transplantés d’organe (cceur principalememe chimioprophylaxie n'est
recommandée que lorsque le donneur est positif [@otwxoplasmose et que le receveur est
séronégatif (risque de transmission). Les schém@gshplactiques ne sont pas bien standardisés
(pyriméthamine seule, cotrimoxazole, sulfadoxinpyfiméthamine); une étude récente montre
I'excellente efficacité du cotrimoxazole sur ladplasmose et d'autres infections opportunistes
chez 417 transplantés cardiaqifés

Chez les patients immunodéprimeés, la chimioproptiglast maintenue tant que persiste
le risque de réactivation d'une toxoplasmose latesie quelques mois pour les transplantés et

greffés de moelle a plusieurs années chez lesnpaiidfectés par le VIH et dont le taux de CD4

1D, Torre, S. Casari, F. Speranza, A. Donisi, Geg&, A. Poggio, S. Ranieri, A. Orani, G. AngaraRoChiodo,

G. Fiori. Antimicrob Agents Chemothet998 42 1346-1349

82D Torre, F. Speranza, R. Martegani, C. Zeroli Bdnfi, M. Airoldi. J Infect, 1998 37, 15-18.

163 C, Katlama, B. Mouthon, D. Gourdon, D. LapierreRBusseauAlDS, 1996 10, 1107-1112

184 R.A. Torres, W. Weinberg, J. Stansell, G. Leoundh, Kovacs, M. Rogers, J. Scott, and the
Atovaquone/Toxoplasmic encephalitis study grdCiin Infect Dis, 1997, 24, 422-429

185 J.F. Delfraissy (coordinateur). Rapport 2004 Eédkktine Flamarion, Paris., 164 pp.

186 A B. Foot, Y.J. Garin, P. Ribaud, A. Devergie[Jerouin, E. GluckmarBone Marrow Transplant1994 14,
241-245

87| .R. Baden, J.T. Katz, L. Franck, S. Tsang, M.IHRIH. Rubin, J. Jarch®ransplantation, 2003 75 339-343
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reste <100/mma3. Si le taux de CD4 devient supé@eR00/mm3 pendant trois au minimum, il

est possible d’'interrompre la chimioprophylaxfg.1?869170

188 C. Mussini, P. Pezzotti, A. Govoni, V. Borghi, Antinori, A. d’Arminio Monforte, A. De Luca, N. Magiardo,
M.C. Cerri, F. Chiodo, E. Concia, L. Bonazzi, M. Mai, L. Ortona, R. Esposito, A. Cossarizza, B.Renzo. J
Infect Dis, 200Q 181, 1635-42.

%9 H. Furrer, M. Opravil, E. Bernasconi, A. Telemi, Egger Lancet, 200Q 355 2217-2218.

170y, Soriano, C. Dona, R. Rodriguez-Rosado, P. Barrd. Gonzalez-Laho&IDS, 200Q 14, 383-386

125



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

CHAPITRE 2 : TEST D’'INHIBITION DE LA CROISSANCE DE
TOXOPLASMA GONDII
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| DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Les médicaments reconnus actifs contre la toxomasmsont en nombre limité, alors que
de nombreuses molécules ont été testee#ro et / ouin vivo. Dans un premier volet de cette
partie bibliographique, nous nous sommes intéremsésnédicaments de la toxoplasmose. Dans
un deuxiéme volet, nous nous sommes intéressésmaldcules testées contiie gondii, a

I'exclusion des molécules décrites dans le prenoéat.

1) Principaux médicaments

Ces molécules sont groupées en deux familles, lBsaldes et les inhibiteurs de la
synthése de l'acide folique qui regroupe les inbilnis de la déshydrofolate réductase et les

sulfamides.

1.1) Les macrolides et apparentés

Les macrolides sont des antibiotiques avec un eHeasitostatique mais uniquement a
des concentrations élevées, qui ne sont atteintesdgns certains tissus, comme le foie et le
poumon, mais pas I'ceil ni le cerveau, ce qui linkger intérét dans les formes graves de la
toxoplasmose. Les macrolides s’accumulent danphegocytes (polynucléaires neutrophiles,
monocytes, macrophages péritonéaux et alvéolaitisse concentrent dans le placenta, et
réduiraient la transmission materno-foetale du giged* . La spiramycine261 est le principal
macrolide utilisé dans le traitement de la toxoplase acquise et en cours de grossesse. C’est un
macrolide a 16 C, sa demi vie est de 8 h, la ddfusissulaire est bonne mais il ne passe pas le
LCR, il passe dans le lait maternel, il a une émtion biliaire* "

Les autres macrolide¥? comme I'azithromycine262 *™3, la roxithromycine'™ ou la
clarithromycine ont de meilleures concentratiorssuiaires mais sont encore contre-indiqués
chez la femme enceinte.

Les kétolides, apparentés aux macrolides, ne sastypilisés pour la toxoplasmose
humaine, mais ils sont efficaces chez I'aniftal”.

La clindamycine 263, famille des lincosamides, proches des macrolidest

habituellement utilisée en association avec la npgthamine dans le traitement des

"L VIDAL 2007

124 R. Chang, J.C.F. Pechefmtimicrob. Agents Chemother1988 32 524-529

173 3. Blais, V. Garneau, S. ChamberlaAdtimicrob. Agents Chemothet993 37, 1701-1703

74 B. Luft. Eur. J. Clin. Microbiol, 1987, 6, 479-481.

S E.G. Araujo, A.A. Khan, T.L. Slifer, A. Bryskied,S. RemingtorAntimicrob. Agents Chemothgt997, 41,
2137-2140
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toxoplasmoses cérébrales (traitement de deuxiémemtion) ou oculaires* *'® 177 178 | es

macrolides et médicaments apparentés sont génénatiebien tolérés ; des intolérances
digestives, parfois graves, sont observées aveinamycine* '

N(CH3)>
S5 e,

.—CHO
‘ N(CHy), OH
© CH
CHy N5 OH
CH;

261 Spiramycine

C2H5\I tHs
N o
N(CH3)2 QY CH3
Cl
OH
O
OH
SCH;
CH OH
262 Azithromycine 3 263 Clindamycine

Schéma 78
1 2) Inhibiteurs de la déshydrofolate réductase (DHR)

La pyriméthamine264 a un effet antiparasitaire puissant mais elle tnjess dénuée
d’effets indésirables car les inhibiteurs de lahgésofolate réductase agissent également sur la
synthese de I'acide folique de I'hdte. La pyrimétiae a un effet parasiticide sur les tachyzoites
deT. gondiia de trés faibles concentrations, la concentratibibitrice 50% est de 0,04 pg/mi
179 Elle a une action synergique avec les sulfami@em absorption digestive est lente et
incompléte, sa demi-vie est de 4 jours, la liaigmtéique est de I'ordre de 80%, elle s’accumule
dans les tissus comme le rein, le cerveau, le figte, elle passe le placenta et le lait. Edetp

178 3. Blais, C. Tardif, S. ChamberlaAdtimicrob. Agents Chemothet993 37, 2571 - 2577

7B .R. Dannemann, D.M. Israelski, J.S. Remingtérch. Intern. Med 1988 148 2477 - 2482.
178 3.M. Hofflin, J. S. RemingtorAntimicrob. Agents Chemothgt987, 31, 492 - 496

Y9 E Derouin, C. Chastarntimicrob. Agents Chemothgt989 33 1753 - 1759
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donner des réactions allergiques, des agranulcesjtakes leucopénies transitoires, des carences
en acide folique pouvant entrainer une anémie roBtatique. Il convient de laisser un
intervalle de huit jours entre deux prises. La pythamine est contre indiquée chez la femme
enceinte en fin de grossesse, car il y a un ristjicéére néo-natat’* .La pyriméthamine est
utilisée en traitement curatif et prophylactiquaisrpas chez la femme enceinte.

Le triméthoprime265, composant du cotrimoxazole, est également actifTsugondii
mais & des concentrations 100 fois plus élevéesagqougriméthaminé’®. L’absorption digestive
du triméthoprime est bonne, sa demi-vie est del®Hjxation protéique est de 50%, son
élimination est urinaire (60% en 24h). Les effetdésirables sont des troubles digestifs, des
réactions cutanées allergiqués Il ne peut pas étre utilisé chez la femme eneeint

Ces deux médicaments diffusent bien dans l'orgamisavec cependant un temps de
latence pour la pyriméthamine (ce qui impose isdiion d'une dose de charge) et franchissent
le placenta. Chez I'animal, un effet tératogéndéarépporté lors de 'administration de fortes
doses en début de gestation, contre-indiquantutlisation chez la femme au cours du premier

trimestre de la grosses&e

H,N OCH,
—N
cl \ /7 NH: A /NTNHZ
N H,CO NN
CH, H,N
264 Pyriméthamine 265 Triméthoprime
Schéma 79

1.3) Les sulfamides

De nombreux sulfamides sont actifs Suigondiiet leur choix est surtout orienté par leur
pharmacocinétique. La sulfadiazi@é7 et le sulfaméthoxazol266 ont des demi-vies courtes
(10-12 heures) et leur administration doit étretiglienne’’%. La sulfadoxine est un sulfamide
retard, moins actif que la sulfadiazi@é7 mais dont I'administration peut étre hebdomadaire.
Les sulfamides diffusent bien dans l'organisme kndhissent la barriere placentaire.
L’association d’un inhibiteur de la DHFR et d'unfamide est remarquablement synergique sur
T. gondii par un effet “en cascade” sur deux enzymes estertie métabolisme de l'acide
folique du parasite®™. Parmi les associations les plus actives, figurgyiméthamine +
sulfadiazine, pyriméthamine + sulfadoxine (effetard), et triméthoprime + sulfaméthoxazole
179 Ces associations sont utilisées en priorité f@tmaitement et la prophylaxie secondaire des
formes graves de toxoplasmose. Elles sont efficavess fréquemment responsables d’effets

indésirables hématologiques tels que les neutrepgtiirombopénies justifiant 'administration
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systématique d’acide folinique et/ou de signestdiérance cutanées, parfois graves tels que

I'épidermolyse, syndrome de Lyéff"

266 Sulfaméthoxazole 267 Sulfadiazine

OO

268 Sulfone Dapsone
Schéma 80

1 4) Autres médicaments

L'atovaquone269 est la seule molécule active sur les tachyzoitdesekystes der.
gondii. Malgré cette caractéristique, l'utilisation de wedicament reste trés limitée par sa
mauvaise biodisponibilité. Elle est augmentée tbus repas riche en graisse, sa demi-vie est de
2 a 3 jours, la fixation aux protéines plasmatigeststotale, I'élimination est fécale a 90%. Les
effets secondaires sont des éruptions cutanéesnaieses, des diarrhées, des céphdfées
L’atovaquone est une hydroxynaphtoquinone. La déze de son effet anti-toxoplasmique a
fait 'objet de nombreuses publicatioh® *8* 182183 53 faible biodisponibilité par voie orale
limite I'utilisation de ce médicament. Des nano®rsions d’atovaquone pour voie IV ont été
préparées et testées chez la sotifisA des concentrations supérieures & 1 pg/ml,yilanpas
d’effets cytotoxiques, et l'effet est aussi effieacqu'avec [I'atovaquone libre. Les
nanosuspensions diffusent dans les poumons, leléoeerveau, le sérum. Les nanosuspensions

pourraient étre un traitement des encéphalitegplasmiques.

180 F G. Araujo, J. Huskinson, J.S. RemingtAntimicrob. Agents Chemothet991, 35 293—-299

18LE G. Araujo, J. Huskinson-Mark, W.E. Gutteridg&.RemingtorAntimicrob. Agents Chemothgt992 36,
326-330

1825 Romand, M. Pudney, F. Deroulmtimicrob. Agents Chemothet993 37, 2371-2378

183 A L. Baggish, D.R. Hill Antimicrob. Agents Chemothg2002 46, 1163—-1673, Minireview

184 N. Scholer, K. Krause, O. Kayser, R.H. Muller,Barner, H. Hahn, O. Liesenfefshtimicrob. Agents
Chemother.2001, 45, 1771-1779
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OH 269 Atovaquone

Schéma 81

2) Autres molécules actives contréoxoplasma gondii

Parmi les molécules développées et actives, cedasont des inhibiteurs de la
déshydrofolate réductase, enzyme clé du métabolismagurines et du thymidylate du parasite.
Plusieurs médicaments inhibent cette enzyme.

Le piritrexime, un antifolate lipidique soluble a@ééévalué pour son activité anti
Pneumocystiet antiToxoplasmd® . La concentration permettant d’inhiber 50% dBHKFR de
T. gondiiest de 17 nM. Cet antifolate nécessite des dodes 40 et 1000 fois plus faibles que
celles utilisées pour le triméthoprime ou la pyidnanine, antifolates utilisés
conventionnellement sur ces parasites. Le piritnexést aussi capable d’inhiber la réplication de
T. gondiiin vivo ¢

Le trimétrexate, un analogue soluble et lipidiquentéthotrexate a aussi été évalué et a
montré une activité inhibitrice de la DHFR B@eumocystis cariniet T. gondii 100 a 10 000
fois plus puissante que le triméthoprime et la mgthaminein vitro ¥’. P. carinii est un
champignon responsable de pneumonie chez les atiefectés par le VIH ou qui sont
immunodéprimésn vitro etin vivo

La pyriméthamine, le triméthoprime, le trimétrexgtgcuronate et le piritrexime sont de
tres bons inhibiteurs de la DHFR @degondii lls inhibent la croissance de gondiiavec des CI
50 sont de 0,04 pug/ml pour la pyriméthamine, 2,8nlgour le triméthoprime, 0,16 ng/ml pour

le trimetrexate et 6,9ng/ml pour le piritrexir{é.

185 J.A. Kovacs, C.J. Allegra, J.C. Swan, J.C. Drdke, Parrillo, B.A. Chabner, H. MasAntimicrob. Agents
Chemother.1988 32 430-433

18 F G. Araujo, D.R. Guptill, J.S. Remingtah.Infect. Dis, 1987, 156 828-830.

187C.J. Allegra, J.A. Kovacs, J.C. Drake, J.C. SvaA. Chabner, H. Masud. Clin. Invest 1987, 79 478-482
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271 Trimétrexate 272 Piritrexime OCH;
Schéma 82

L’épiroprime 273 seul ou combiné avec la dapsone a été testé IR deT. gondij
in vitro. L'effet anti-toxoplasmique de I'épiroprime a é&bservé avec des concentrations de
I'ordre du nanogramme / ml. Les effets sont syrpres avec la dapsone. Les efiatsivo sont

synergiques avec la dapsone, la pyriméthamine esuléadiazine **®

La combinaison
d’inhibiteurs de la DHFR (PS 15, I'épiroprime ougdgriméthamine) et de dapsone a été testée
sur un modéle de rat, dans la prophylaxie d’'unebtipinfection pafT. gondiiet P. carinii *%.
Aucun des composés seuls ne prévient la toxoplasnmogis la combinaison avec la dapsone
permet d’obtenir une prévention a la fois contrpi@umocystose et la toxoplasmose chez le rat.
L’épiroprime est aussi actif et sélectif contredisshydrofolate réductase des staphylococci, des
enterococci, pneumococci et streptococci. L'épiraprest un meilleur inhibiteur de la DHFR
bactérienne que le triméthoprime, et il est inastif les DHFR humaines. La combinaison de
I'épiroprime avec la dapsone est synergique et raonhe activitéin vitro supérieure a la

combinaison triméthoprime - sulfaméthoxazole sDHER bactérienn&®,

18 H R. Chang, D. Arsenijevic, R. Comte, A.M. Pol&L. Then, J.C. Pecher&ntimicrob. Agents Chemother.
1994 38 1803-1807

189 M. Brun-Pascaud, F. Oise Chau, L. Garry, D. JaspbBuDerouin, P.M. Girardintimicrob. Agents Chemother.
1996 40, 2067-2070

1°H H. Locher, H. Schlunegger, P.G. Hartman, P. AngeR.L. Themntimicrob. Agents Chemothgt996 40,
1376-1381
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H,N" N N\
O S

273 Epiroprime r
Schéma 83

D’autres molécules inhibitrices de la DHFR ont gyéthétisées et évaluées. Il s’agit de
di-amino-quinazolines274, de di-amino-ptéridines275 de di-amino-tétrahydropyrimido-
isoquinoline276, de di-amino-dihydrotriazine®77 et 278 *°* (Schéma 84). Au total, cinquante
et un composés ont été testés comme inhibiteuta B#IFR deP. carinii, de T. gondiiou de
foie de rat. La substitution en positions 6 et 7 ¢gs groupements alkyles ou aryles sur les 2,4-
diaminoptéridine®75 permet une inhibition sélective de 'enzymeTdegondii Le 2,4-diamino-
6,7-bis(cyclohexylméthyl)ptéridine s’est révéléeétm bon inhibiteur de la DHFR de gondii
ou deP. carinii avec un ratio sélectif par rapport a I'enzyme dammifére bien meilleur que

ceux décrits pour le trimétrexa@&1ou le piritrexime272
NHz Ry NH, NH,
R N R
N 2 NT Y S N XYY X
N PN M
H,N N R5 H,5N N N R H,N N N R
274 2,4-diaminoquinazolines avec 275 2,4-diamino-ptéridines 276 1,3-diamino-7,8,9,10-tétrahydro

des substituants en position 5, 6, ou 7disubstituées en 6,7 pyrimido[4,5<] isoquinolines
Rs Ry
R R R
e
)N\ 7N Rs NESNN Rs
D /‘v = /QCH
HNT N7 g HN™ N™ e,
277 278
l-aryl-4,6-diamino-1,2-dihydro-s-triazines
Schéma 84

Quatre nouveaux inhibiteurs de la DHFR, de la flamiles di-amino-ptéridines
disubstituées275 ont été identifiés. En fait, trois des ces sues 6,7-Dibutyl 2,4-
Diaminopteridine280, 6,7-Dipropyl 2,4-Diaminopteridined79 et 6-o-methoxyphenyl, 7-ethyl

2,4-Diaminopteridine®81, inhibent la réplication d&. gondii et sont méme plus actifs que la

191 A. Rosowsky, J.B. Hynes, S.F. QueeAatimicrob. Agents Chemothgt995 39, 79-86
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pyriméthamine264. Les concentrations inhibitrices 50 sont de l'erdie 0,018 a 0,033 uM,
comme inhibiteurs de la DHFR. Un de ces compo®é8,1-dibutyl 2,4-diaminopteridin280,
est aussi un inhibiteur puissant et sélectif dBHFR deP. carinii. Aucun des trois composeés

testé279, 280, 281 n’est toxique sur les cellules mammiféres aux eatrations testées®

NH,
N AN
AL A~
HN" ON” N R,

275 2,4-diamino-ptéridines disubstituées en 6,7

279R; = R, =i-propyl
280R; = R, =i-butyl
281R; = o-méthoxyphényl et R= éthyl

Schéma 85

L'équipe de Lau 2001% a évalué 84 composés 2,4-diaminopyrimidine dicyss et
tricycliques comme inhibiteurs potentiels de lahdélsofolate réductase (DHFR) de plusieurs
parasites incluanPlasmodium falciparumet Toxoplasma gondiiParmi ces composés, neuf
composés 482 a 290 se sont révélés actifs a la fois contre la DHFERPd falciparumet T.
gondii. (Schéma 86).

NH, Cl
X—R
NZ
)\
H,N™ N
282 X=NHCH,, R = 2,5 dimethoxyphenyl 285 R1 = 286R =
283 X= N(Me)CH,, R = 3,4,5 trimethoxyphenyl  2-(2-bromo-3,4,5 2-bromo-3,4,5
284 X = NHEt, R 2,5 dimethoxyphenyl triméthoxyphényl)éthyl triméthoxybenzyl
H.C OCH,
OCH,
NH, Me NH,
CH,N—R
e oaaNe (038 “
X F N & N
H,N™ °N H,N™ °N HZN)\N HoN
287 R = 4 chlorophényl 288 289 290
Schéma 86

1924 C. Jackson, K. Biggadike, E. Mckilligin, O.S.réman, S.F. Queener, A. Lane, J.E. Sritkimicrob. Agents
Chemother.1996 40, 1371-1375

193 H. Lau, J.T. Ferlan, V. Hertle Brophy, A. Rosowsky Hopkins SibleyAntimicrob. Agents Chemothg2001,
45, 187-195
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Les sulfamides agissent sur le métabolisme dedefoldu parasite en bloquant la
dihydroptéroate synthase et sont largement utikséslinique comme la sulfadiazi267 et le
sulfaméthoxazol@66. Le sulfisoxazole a été testé comme inhibiteuf d@ndiiavec un Cky de
6,4 pg/ ml'"® . Dautres sulfonamides que ceux habituellemeriisés en clinique, les
sulfanilides dihalogénés en 3’ et 391 (Schéma 87) se sont révélés étre des inhibiteaila d
croissance d& gondii en culture, aprés 48 h d’incubation. Les;§dont de 'ordre de 8,9 a 42,7
uM. Ces composés agissent comme des inhibiteurpétdifs sur la dihydroptéroate synthase.
Les Ki qui représentent les constantes de dissogidt complexe Enzyme — inhibiteurs sont 6 a

57 fois plus bas que le Ki du sulfaméthoxaZdfe

o X=Cl,Br, |, F

201
Schéma 87

Cliniguement, I'atovaquon269 est une hydroxyquinone active a la fois contrekieses
et les formes végétatives dlegondii D’autres hydroxyquinones analogues de I'atovaquammt
été synthétisées et évaluées coimgoplasmaParmi ces molécules, deux 3-alkyl-2-hydroxy-
1,4-naphtoquinones substitué? et 293 ont été évaluées (Schéma 88). Ces composeés imhiben
la croissance cellulaire du parasite. Les conctatrs inhibitrices 50% aprés 48 h d’incubation

sont de 0,13 uM pour I'atovaquoBé9, 0,11 uM et 0,10 pM pour les deux composés téstés
0

O 293 ‘

Plus récemment, I'équipe de Ferreira 26%2a testé quatorze naphtoquinones naturelles

Schéma 88

ou synthétiqueslin vitro, sept naphtoquinones ont montré une inhibitiomiSgative de la
croissance dé&. gondij a des concentrations de 1 a 5 pg/ml. Seulem@stdomposés protégent
les souris infectées par les tachyzoites d'unets®&®i deT. gondii 2-hydroxy-3-(3'-pentenyl)-
1,4-naphthoquinone, 2-hydroxy-3-(1'-vinylphenyl}=haphthoquinone, 2-hydroxy-3-(1'-propen-

194 .C. Chio, L.A. Bolyard, M. Nasr, S.F. Queerfertimicrob. Agents Chemothgt996 40, 727-733
19 AA. Khan, M. Nasr, F.G. AraujdAntimicrob. Agents Chemothet998 42, 2284-2289
1% R.A. Ferreira, A.B Oliveira, S.A. Gualberto, R.Witor Parasite 2002 9 (3), 261-269
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3'-phenyl)-1,4-naphthoquinone. Chez les sourihéfes et traitées oralement par 50 mg/kg/ jour
par de I' 2-hydroxy-3'-(3'-pentenyl)-1,4-naphthatpme, la mort est retardée de 7 jours. Le
traitement par des doses de 100 mg/kg/ jour oraleroa 50 mg/ kg/ jour par voie intra
péritonéale par le 2-hydroxy-3-(1'-vinylphenyl)-hdphthoquinone prolonge de 5 a 16 jours la
vie de I'animal. Le traitement avec 50 mg/ kg/ jwaur par voie orale ou intra-péritonéale par le -
hydroxy-3-(1'-propen-3'-phenyl)-1,4-naphthoquin@nelonge de 4 jours la vie de I'animal et 30
jours respectivement. La méme équipe en 2806 testéin vitro et in vivo 'effet seul ou
combiné avec la sulfadiazine de la 2-hydroxy-3pfbpen-3-phenyl)-1,4-naphthoquinone et a

montré un effet synergique.

Plusieurs autres molécules, dont certains antthies (quinolones de quatriéme
génération, cyclines), sont activasvitro ouin vivosurT. gondii mais ne sont pas utilisées dans
le traitement de la toxoplasmose humahme

La doxycycline s’est révélée étre un bon inhibitewivo etin vitro deT. gondii*®®. Des
macrophages péritonéaux ont été infectés par umeheovirulente RH d@. gondiiet ils sont
exposes a difféerentes concentrations de doxycydliaetivité anti-toxoplasmique a été estimée
avec le [3H] uracile, lequel est incorporé par &gsite mais pas par les cellules hétes. La
concentration inhibitrice 50 % (G§) de doxycycline a été mesurée a 6,4 ug/ml. Ladgtline
n'a montré aucune activité anti-toxoplasmiqlme.vivo, une dose de 300 mg/kaer os de
doxycycline protége de la mort une souris infegée5 000 tachyzoites injectée par voie intra-
péritonéale.

Les quinolones et fluoroquinolones ont fait 'obpget nombreuses investigations, de la
part de nombreuses équipes. Les fluoroguinolonegudérieme génération sont des composés
actifs contreT. gondii mais ne sont pas encore utilisées en thérapeutgus cette affection.
Elles ont été testées seules ou en associationyivo ou in vitro. Certaines de ces
fluoroquinolones sont commercialisées en France noenta moxifloxacine, d’autres sont
commercialisées au Canada comme la gatifloxactria, teovafloxacine a été retirée du marché
en 1997 suite a la survenue d’hépatites fulminantes

Avant d'étre retiré du marché, la fluoroquinolonevafloxacine 294 faisait I'objet
d’investigation, en particulier par I'équipe de Kh&lle s’est révélée étre une molécule active
contreT. gondii D’autres fluoroquinolones ont été testées pauige de Khan 1998”in vitro
a des concentrations de 0,625 a 10 pg/ ml, telles la ciprofloxacine, la fléroxacine,

I'ofloxacine, la témafloxacine, tosufloxacine masgule la trovafloxacine294 inhibe la

9R.A. Ferreira, A.B Oliveira, M.F. Ribeiro, W.L. Tai, R.W. Vitor Exp Parasitol, 2006 113(2), 125-129
1% H R. Chang, R. Comte, J.C. Pecha&rgimicrob. Agents Chemothgt99Q 34, 775-780
19 AA. Khan, T. Slifer, F.G. Araujo, J.S. Remingtantimicrob. Agents Chemothet996 40, 1855-1859
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réplication deT. gondii sans toxicité significative sur les cellules hotea concentration
inhibitrice 50% a 24 et 72 h est de 0,77 a 0,98nlggspectivement. La trovafloxaci@®4 a été
évaluéein vivo chez la souris. Un traitement des souris infectgaas100 a 200 mg/kg de
trovafloxacine pendant 10 jours permet d’obteni® 20 de souris survivantes. Une dose de 50
mg/kg protege 90% des souris infectées tandis gudlose de 25 mg/kg prolonge la survie de
'animal. Les autres fluoroquinolones n'ont pas tnénde telles activitésn vivo. La
trovafloxacine (25 mg/ kg/ jour) a été évaluée peite méme équipe en 1987 in vivo en
combinaison avec la clarithromycine (200 mg/kg/jole pyriméthamine (10 mg/kg/jour) ou la
sulfadiazine (150 mg/l) chez la souris. Les sosnsat infectées par voie intra-péritonéale et
traitées par voie orale pendant 10 jours. Il s'avgre I'adjonction de la trovafloxacine a un autre

anti-toxoplasmique comme la clarithromycine, la ipgthamine ou la sulfadiazine est

synergique.
O
F COOH
NG
L8 1
. N™ "N
H‘ F
F
294 Trovofloxacine
Schéma 89

Cette méme équipe en 1998 a évalué I'activité anti-toxoplasmique de plusgeur
fluoroquinolones 295 dérivées de la trovafloxacind94 (Schéma 90). L'inhibition de la
réplication a été mesurée par la techniqgue d'inm@fpon de [3H] uracile. La GJ est de 2,93
UM pour la trovafloxacine, et pour les 11 autresposeés, elle varie de 0,53 a 14,09 pM. Six
composés ont des gdinférieures a celle de la trovafloxacine. Lestietss structure-activité ont
été étudiées. L'addition d’'un méthyle en C5 du ey;B naphthyridone, ou bien d’'un méthyle en
C2 d'un cycle azabicyclohexane, ou d'un groupemamine en 6 de l'azabicyclohexane
augmente l'activité. Plus encore, le remplacemer,d-difluorophényle par un cyclopropyle en
N1 du 1,8-naphthyridone augmente I'activité. Le fdé d’éloigner le groupement amine d’'un

atome de carbone diminue cette activité.

20 A A, Khan, T. Slifer, F.G. Araujo, R.J. PolzerSIJRemingtorAntimicrob. Agents Chemothet997 41, 893—
897

1A A, Khan, F.G. Araujo, K.E. Brighty, T.D. Goot#,S. Remingtontimicrob. Agents Chemothgt999 43
1783-1787
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295 Fluoroquinolones
Schéma 90

202 " glle inhibe la

La gatifloxacine296 (Schéma 91) a été évalirévitro sur T. gondii
réplication intracellulaire des tachyzoites, avee Cls de 0,21 mg/ml apres 48h d’incubation.
Elle a une action synergique avec la pyriméthanttmeeffet apres un traitement des cultures par
de la gatifloxacine et de la pyriméthamine (ratid )] et 48h d’incubation, I'effet synergique est
démontré. Des doses de gatifloxac2®6 de 100 et 200 mg/kg/jour ont été administréesopar
a des souris pendant 10 jours. Ces doses prolosggmticativement (p = 0,056 et p < 0,0001
respectivement) la survie des animaux infectésupardose |étale de tachyzoites. Une dose de
400 mg/kg donne 20 % de survivants. La mortalitérinent chez 100% des souris non traitées
ou insuffisamment traitées (dose de 25 ou 50 mgi/ Le traitement des souris infectées par
une combinaison de gatifloxaci@®6 (200 mg/kg/jour) et de pyriméthamine (12,5 mg/égr)
donne 85% de survivants. Le traitement par lalgaatine296 seule donne 0% de survivant, et

le traitement par la pyriméthamine seule donne 8@%urvivants.
O CH; O

7) COOH 7\ COOH
1 O
N Cy N
OCH, A A

296gatifloxacine  Cy = 3-méthylpiperazine 298grepafloxacine Cy = 3-méthylpiperazine
297 moxifloxacine Cy = piperidinopyrrolidine
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3-méthylpiperazine piperidinopyrrolidine

Schéma 91

22 A A, Khan, T.R. Slifer, F.G. Araujo, J.S. Remingtantimicrob. Agents Chemothg2001, 45, 48-51
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D'autres fluoroquinolones ont été testés par I'pquile Gozalbes en 208% (Schéma
91). Sur les 24 composés évalués, 20 se sont edvatdives in vitro contré. gondiiavec des
Cl 50 de l'ordre de 10 mg/ L. Les fluoroquinolones ldgspactives sont la trovafloxacii2®6, la
grépafloxacine298 la gatifloxacine296 et la moxifloxacine297. Les Clsp sont de 0,4, 2,4, 4,1
et 5,1 mg/L, respectivement. Les relations stractactivité ont été eétudiées. L’acide
carboxyliqgue en C3 n’a aucun réle dans l'activitéigarasitaire, par contre I'activité est liée a la
présence du fluor en C6. Cette activité est acparda présence du groupe méthyle en C5 ou
d’'un azabicyclohexane en C7. Un nucléophile en GB essentiel pour l'activité de la
gatifloxacine et la moxifloxacine (Schéma 91).

Les fluoroquinolones continuent de faire I'objeindestigations. Les fluoroquinolones de
références avec une activité importante anti-teespique restent la trovofloxacir#94, la
gatifloxacine296 et la moxifloxacine297. L'équipe d’Anquetin en 200%** 20052%. et 2006
206 a concu de nouvelles fluoroquinolones par une apalSAR (Quantitative Structure
Activity Relationship). Les molécules synthétis@es I'équipe de Gozalbes en 2088 ont été
étudiées par analyse informatique, et lego@rédites et expérimentales ont été confrontées pou
valider le modéle informatique. Parmi les douze posés, les 8-éthyl (ou méthoxy) et 5 —éthyl-
8 méthoxy-6-fluoroquinolones ont été prédits aatdatreT. gondii Quatre 6-fluoro-8-methoxy-
quinolones299, 300, 301, 302 ont été synthétisées (Schéma 92) mais une seirelgpe 301
s'est révélée aussi active que prévue. Seul ce as@@0l apparait comme un inhibiteur

comparable ou meilleur que la trovafloxacine, lafigexacine et la moxifloxacine.

0]

F i COOH F A COOH
@ 1j @ 1j
LY e
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299 R=NH 301 R=NH
300 R =CHNH, F 302 R =CHNH,
Schéma 92

D’autres antibiotiques ont été testés Bakoplasma gondicomme agent inhibiteurs. La
rifabutine, un dérivé semi synthétique de la rifamg S, inhibe la croissance de gondiiin

283 R. Gozalbes, M. Brun-Pascaud, R. Garcia-DomenkdBalvez, P.M. Girard, J.P. Doucet, F. Derouin
Antimicrob. Agents Chemothg200Q 44, 2771-2776

4G, Anquetin, M. Rouquayrol, N. Mahmoudi, M. Sdatila-Hayat, R. Gozalbes, J. Greiner, K. Farhati, F.
Derouin, R. Guedj, P. VierlindgBioorg Med Chem Lett2004 14 (11), 2773-2776

295G, Anquetin, J. Greiner, P. VierlinGurr Drug Targets Infect Disord2005 5 (3):227-245

2% G, Anquetin, J. Greiner, N. Mahmoudi, M. Santiladayat, R. Gozalbes, K. Farhati, F. Derouin, AbAy E.
Cambau, P. VierlingEur. J. Med. Chem2006 41 (12), 1478-1493
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vitro a des concentrations allant de 0,5 a 20 mg/mCLg est estimée a 1,68 mg/ml. L’action
de l'atovaquone est synergique avec la rifabutifiehibition est observée pour des doses de 20
ug /ml de rifabutine combinées avec des doses\dgtmone de 0,01 a 0,02 pug/ ml, ainsi que
pour des doses de rifabutine de 1, 2, 5 pg /ml codéels avec des doses d’atovaquone de 0,02 pg
/ml. In vivo, des souris infectées par 10000 tachyzoites dgedahe virulent RH sont traitées
oralement pendant 10 jours soit de J1 a J10 salddie J14, par de la rifabutine a des doses de
200 mg/kg/ jour. 100% des souris traitées de Jl0ssdrvivent pendant la période de traitement.
Mais a la fin de I'expérience a J30, la mortaliéé @e 46%. Pour les souris traitées de J4 a J14,
100% des souris survivent pendant la période déermant, mais la mortalité¢ a la fin de
I'expérience a J30 est 90%. L'administration deliftine a 200 mg/kg/ jour combinée a des
doses d’atovaquone a 100 mg/kg/jour prolonge lavisudes souris comparativement a
I'administration de chaque médicament s&ll 75% des souris infectées survivent lorsqu'elles
sont traitées par 100 mg/kg/jour de rifabutine com® avec une dose inefficace de
pyriméthamine (10mg / kg). Une dose administréez dbe souris de 50 mg/ kg de rifabutine
combinée avec des doses inefficaces de clindamy@imeng/ kg/ jour), ou d’atovaquone ( 5
mg/kg/ jour) ou de sulfadiazine (80 mg /L d’eau lbeisson/ jour) protegent de la mort
respectivement 80%, 60% et 60 % des souris traitéastion de la rifabutine est synergique
avec |'atovaquone, la clindamycine, le pyriméthaerin la sulfadiazing®.

La rifapentine, un dérivé de la rifamycine, inhiimevitro la croissance dé&. gondii et
n'est pas toxique sur les cellules hétes L929 (ftedl du tissu connectif de souris) aux
concentrations employées a 5 pg/ ml et 10 pgf°iLa technique pour mesurer l'inhibition de
la croissance dé&. gondiiest la technique d’incorporation du [3H] uraclle. cytotoxicité a été
déterminée par le Cell Titer 96 kit (Promega Cadviadison, Wis). Cette technique est décrite
dans la partie expérimentale.

D’autres composés ont montré un intéressant petemtii-toxoplasmique : le synercid,
un composé constitué de quinupristine et de da#tpe. In vitro, les 50% d’inhibition de la
réplication intracellulaire des tachyzoites eseiate pour le synercid, la quinupristine et la
dalfopristine a 1,6 2,7 et 6,3 mg/ml respectivemdnassociation des deux composés est
clairement plus active que chaque composé sépatéimetivo, le traitement de souris infectées
par 100 ou 200 mg/kg/ jour de synercid administé \wie intra-péritonéale pendant 10 jours
permet d’obtenir 50 % ou 100 % respectivement degissurvivantes alors que les souris du
groupe contréle meurent a J18. Le traitement a\¥r rAg /kg/ jour de quinupristine ou de

dalfopristine seule donne 20% de souris survivaritestraitement avec 50 mg /kg/ jour de

275, Romand, C. Della Bruna, R. Farinotti, F. Denogintimicrob. Agents Chemothgt996 40, 2015-2020
28 E G. Araujo, T. Slifer, J. S. Remingtohntimicrob. Agents Chemothet994 38 570-575
29 F G. Araujo, A.A. Khan, J.S. Remingtofntimicrob. Agents Chemothet996 40, 1335-1337
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quinupristine ou de dalfopristine retarde le mom@mtia mort des sourfe®. Ce composé est
actif aussi contr®. carinii #**,

En dehors des antibiotiques, d’autres moléculegtintestées sir. gondii

L’équipe de Chang 19897 a étudié les effetim vitro de trois composés bicycliques,
avec une jonction en cis 1,24-trioxanes (pentamex303 thiahexatroxane304, et
hexatroxanone05 (Schéma 93) contré. gondii Des macrophages péritonéaux et inactivés
sont infectés par une souche virulente RHTdegyondii et sont exposés aux 1,2,4-trioxanes a
différentes concentrations. L'activité anti-toxopieique des médicaments a été mesurée avec le
[3H] uracile qui est incorporé par le parasite ngas par les cellules hétes. Le pentatrox@ige
et le thiahexatroxan804 sont les plus actifs sur les toxoplasmes intratates, mais ils sont
inactifs sur les toxoplasmes extracellulaires. L&®@%6 est respectivement de 6,8 et 5,3 pg/ml
respectivement. Un examen microscopique des maagashinfectés confirme I'inhibition de la
réplication. Ces activités sont comparables a ocgllepyriméthamine (1ug /ml) seul ou du
pyriméthamine combinée avec la sulfadiazine (25mllg/ Le pentatroxane303 et le
thiahexatroxan&04 sont aussi capables d’inhiber la croissance ialitdaire deT. gondii, en
présence de cellules HeLA qui sont des cellules di@s cancéreuses, ce qui suggere que
I'activité anti-toxoplasmique n’est pas due a urcamésme spécifique macrophagique, telle que

I'activation macrophagique.

4

O\)\
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1

cycle 1,2,4-trioxane 303 Pentatroxane 304 Thiahexatroxane 305 Hexatroxanone

Schéma 93

L’artémisinine306 est un composé dérivé du ging h&est¢misia annud..), une plante
chinoise, comportant un cycle trioxane. Sa capacitéiber la formation de plaque @egondii
sur les fibroblastes a été testéevitro “*2 Il n'y a pas de toxicité apparente sur les fitestes.
Des fibroblastes sont mis en culture dans des ptagu 12 puits, puis aprés 3 jours, les
tachyzoites sont ajoutés (1 tachyzoite pour 10Bfbbiiastes). L’incubation dure 3 h avant

I'ajout du médicament. Les cultures sont examing@esmicroscope a contraste de phase.

0 A A, Khan, T.R. Slifer, F.G. Araujo, J.S. Remingténtimicrob. Agents Chemothet999 43 2043-2045
21p D. Walzer, A. Ashbaugh, M. Collins, M.T. Cushiémtimicrob. Agents Chemothg001, 45, 3234-3237
221 R. Chang, W. Jefford, J. Pechénetimicrob. Agents Chemothet989 33 1748-1752

23K, Ou-Yang, E. C. Krug, J. J. Marr, R. L. Beresmtimicrob. Agents Chemothet99Q 34, 19611965

141



tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

L’artémisinine a 0,4 pg/ml pendant 5 jours élimieg plaques dé&. gondii A des doses de 1,3
g /ml pendant 14 jours, tous les toxoplasmes &antnés. Six dérivés de 'artémisinine ont été
testés : le dihydroginghao807, le 1-propyl-ether-qinghao310 et le 1-butyl-ether-ginghaosu
311 sont comparables a l'artémisini@®6. L'éthyl-éther-ginghaosu (arteéthe3p9 et le sec-
butyl-éther-ginghaos®12 sont plus actifs. Le méthyl-éther-qinghaosu (aétrer) 308 est le

plus actif.

306 grtemisinine 308arthemether 309artheether
ou ginghaosu méthyl-éther-ginghaosu éthyl-éther-ginghaosu

CH,

OCH,CH,CH; O(CH,)3CH;z OCHCHCHj

. . CH .
310propyl-ether-qinghaosu 311 putyl-éther-ginghaosu 312 sec butyl-éther-ginghaosu

Schéma 94

L'équipe de Holfels en 1994 a testé plusieurs molécules, l'artémisinine éther
(artéétherB09, le cycloguanil, la méfloquine, le primaquine sldfate de quinine, le vérapamil,
le trifluopérazine. L'artééthe809 a des doses supérieures ou égales a 0,5 pgentgtlbguanil
a des doses supérieures ou égales 1 pg/ml inAibguindiiin vitro. Le cycloguanil a 2,5 pg/ml
combiné avec une concentration non inhibitrice deslilfadiazine (25 pg/ml) inhibent la
croissance dd. gondiide facon plus importante que le cycloguanil a 2¢8ml seul. Ni la
primaquine, ni la méfloquine, ni le sulfate de gouénn’ont d’effet inhibiteur suff. gondii
intracellulaire. Le vérapamil a 5 et 10 pg/ml ettifluopérazine a 0,5 pg/ml ne sont pas des
inhibiteurs a ces concentrations basses, mais aetrations plus importantes sont toxiques

pour les cellules hotes.

214 E. Holfels, J. McAuley, D. Mack, W. K. Milhous, RicLeod. Antimicrob. Agents Chemothet994 38 1392—
1396
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L’équipe de Sarciron en 2000° a évalué I'effet de I'artésumate et son métabdéite
dihydroartémisininein vitro sur Toxoplasma gondii La croissance du parasite mis en culture
avec des cellules THP1 est inhibée a 70% a desntmtions de 0,1 a 0,5 ug/ ml au bout de 96
h. In vivo, des souris sont infectées par gavage aes kystes obtenus a partir du cerveau de
souris infectées. Trois mois plus tard, le nondeekystes dans le tissu cérébral est 40% fois
moins important dans le groupe traité par I'asd@iaartésumate - dihydroartémisinine (50 : 50)
a 100 mg/ jour pendant cing jours par rapport aupe controle.

L’artémisinine306 est un composé actif conffegondii Six dérivées308 313 a a 4 314
ont été synthétisé&s® (Schéma 95). Ces composés ont deg 8¢ I'ordre de 8 &4 0,7 puM. Ils sont
plus actifs que le triméthoprime. La cytotoxicit® ces composés est moins importante qu’avec
le triméthoprime. La concentration toxique pour 50e& cellules hotes avec le triméthoprime
est de 210 uM alors qu’elle est de l'ordre de 340 g 1,560 uM pour les dérivés de

I'artémisinine.

306 artemisine 308 artemether 313aad OR 314 OH
R =H, PhC=0, 2BrPhC=0  desoxy-2a

2Q\/'\/\/I\

Schéma 95

La pentamidineg815 est une diamine active slirypanosoma gambienstrhodiensequi
sont des protozoaires responsables de la maladerdmeil transmise par la glossine mais elle
est inactive sufl. cruzj qui est un protozoaire responsable de la malkdeli€hagas transmise
par une punaise, la réduve, et qui donne des @ffsctardiaques essentiellement. Elle est active
sur P. carinii, Blastomyces dermatitidigui est un champignon responsable de Iésions @gan
granulomateuses et ulcérées, ainsi qud.sishmaniaqui sont des protozoaires endocellulaires
parasites des cellules endothéliales, des macrephetgdes monocytes. Legishmaniasont
responsables de plusieurs maladies a localisatitmée ou viscérafe’. Certains analogues de
la pentamidine816 a 320 sont des molécules actives Jurgondii Les tachyzoites sont mis en

culture, puis aprées 2h l'inoculation, les médicatee€n100 pg/ml sont ajoutés a la flasque. Apres

215 M.E. Sarciron, C. Saccharin, A.F. Petavy, F. Peyfm J Trop Med Hyg200Q 62 (1), 73-76
18| Jones-Brando, J. D’Angelo, G.H. Posner, R. ¥allAntimicrob. Agents Chemothg2006 50, 4206—4208
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quatre jours d’incubation, les tachyzoites sont mig et le pourcentage d’inhibition est
déterminé par rapport aux contréles. L'inhibiticm ld réplication des tachyzoites est importante
(de 52 & 98%) pour la pentamidine et cing de cabgnes316a320(Schéma 963"
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Schéma 96

Le paclitaxel est un composé cytotoxique utilisé camcérologie. Des tachyzoites de
souche RH d&. gondiisont mis en culture avec des cellules HFF (humasskin fibloblasts)
de fibroblastes humains de prépuce. Des teststdgicité sont entrepris afin de vérifier que le
paclitaxel n'est pas toxique pour les fibroblastes concentrations employées. L'addition de
paclitaxel a la concentration de 1 M empéche lHiphigation du parasite mis en culture avec
les cellules HFF. L'inhibition de la réplicationééé mesurée par la technique d’incorporation de
[3H] uracile. La densité relative, le pourcentagecéllules infectées, I'aspect de I'organisme et
des vacuoles parasitophores sont observés au cop®st comparés a des cultures contréles
non traitées par le paclitaxel. La division du noyl tachyzoite est arrétée. Quatre jours aprés
I'infection et en présence de la molécule, l'intidm de la division du noyau est irréversible,
avec les tachyzoites incapables de quitter lesilesllinfestées, donc incapables d’infester de
nouvelles cellules, et d’avoir une croissance tale normale. Si les fibroblastes sont prétraités
par le paclitaxel avant I'addition des tachyzoites, parasites pénétrent les cellules, mais sont
incapables de se répliquer. Les microtubules dasptarsont affectés, mais pas les microtubules

des cellules HFF, aux concentrations employ&es

27D.S. Lindsay, B.L. Blagburn, J.E. Hall, R.R. Tidivé\ntimicrob. Agents Chemothet991, 35 1914-1916
28R Estes, N. Vogel, D. Mack, R. Mcleo&htimicrob. Agents Chemothgt998 42, 2036—2040
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L’équipe de Mack en 1984 a testé plusieurs molécules confre gondij dont la
ciclosporine A. Cette molécule a été décrite prén@dent comme ayant une action &ur
falciparum?®. Des cellules macrophagiques sont mises en culame des cellules 24 puits, se
sont des cellules adhérentes. Les tachyzoitesudtadrH del. gondiisont ajoutés. 1h aprés la
ciclosporine est ajoutée, a des concentrationaniade 0,1 a 10 pg/ml. Apres 20h d’incubation,
I'inhibition de la réplication a été mesurée patdahnique d’'incorporation de [3H] uracile. La
ciclosporine inhibe la réplication degondiia des concentrations supérieures ou égales & 2 g
ml %%, Le métronidazole a aussi été testé dans les méomelitions, mais il s’est révélé inactif
sur T .gondii®*®. L'équipe de Silverman 1997 a testé des analogues de la ciclosporine. Des
cellules Vero qui sont des cellules de rein de esiugrt d’Afrique monocouche sont mis en
culture puis elles sont infectées par des tachggoie souches RH. Les analogues de
ciclosporine sont introduits et incubés 24h. Pares 26 analogues testés, le composé SDZ 215-
918 a montré une activité anti-toxoplasmique palitcement importante. La Gy est de
0,45ug/ml. L'inhibition de la réplication a été me&e par la technique d’incorporation de [3H]
uracile. Une étude cinétique a montré que I'adianti-toxoplasmique était rapidement atteinte
(t ¥2 < 20 min), mais il existe une réversibilité cest seulement au bout d’'un temps de contact
long (> 24h), que la dose de 5 mg/ml est |étaler pparasite. A cette concentration, ce dérivé
n'a pas d'action sur la synthese des protéinescdéigles Vero ou bien sur leur réplication
cellulaire. Cette activité antiparasitaire pourétie due a l'inhibition de la P glycoprotéine, une
enzyme impliquée dans le transport. Le composé 31918 bloque a la fois I'invasion et la
réplication deT. gondii

Des copolyméres appelés aussi poloxameres orgg&stin vivo sur des souris infectées
et atteintes de toxoplasmose aigué. Le traitemamiedoxoplasmose aigué chez la souris avec
des copolymeres CRL 8131 et CRL 8142 seuls retdedemort, mais la survie est
significativement prolongée lorsque 'on traite ksuris par les copolymeres combinés avec la
sulfadiazine, le pyriméthamine, la clindamycinel'atovaquone. Sans les copolymeéres, et traités
par ces mémes molécules, la mort intervient. Lesis@ont infectées par la souche RH ou par
des kystes. Elles sont traitées 24 h ou 48 h r&spetent aprés inoculation. Le traitement de
I'encéphalite toxoplasmique avec une dose non aféicd’atovaquone combinée avec le
copolymére CRL 8131 montre une réduction de I'mitaation et le nombre de kystes e

gondii dans le cerveatf>

29D.G. Mack, R. McleodAntimicrob. Agents Chemothgt984 28 26-30

220 K. Thommen-SkottAgents Action1981, 11, 770-773

2213 A. Silverman, M.L. Hayes, B.J. Luft, K.A. JoinAntimicrob. Agents Chemothet997, 41, 1859-1866
22 G. Araujo, T. SliferAntimicrob. Agents Chemothet995 39 2696-2701
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L’équipe de Conseil 1999% étudie les effets des inhibiteurs de protéaseslesur
développement asexuel de gondii La souche RH d&. gondiiutilisé est une souche avec un
géne lacZ transfecté, qui exprime une activité dgélactosidase cytoplasmique. Les cellules
Vero sont prétraitées par les inhibiteurs pendanagant I'invasion par les tachyzoites, dans ces
conditions, il N’y a pas d’inhibition de la croisg® du parasite. Si les parasites sont traités par
les inhibiteurs pendant 1h avant l'invasion deduéss Vero, la mesure de Il'activité béta-
galactosidase par lyse des cellules infectées esuivine réaction avec le roudgé—D-
galactopyranoside et mesure de I'absorbanse5d0 nm montre une réduction tres importante
de cette activité par rapport aux contréles noiésales tachyzoites prétraités sont ajoutés aux
cellules Vero en monocouche, disposées dans d&s pas parasites sont laissés 1h en contact
avec les cellules a 37°C et 5% de LLes puits sont lavés par un tampon phosphateelades
sont fixées dans le méthanol, colorées par du teméthyléne et de I'éosine. Le nombre de
parasites intracellulaires est compté. Parmi ldsbiteurs testés, seulement deux inhibiteurs
irréversibles, la 3,4-dichloroisocoumarine et lgofure de 4-(2aminoéthyl)-benzene sulfonyle
préviennent I'invasion des cellules hétes en affieicspécifiguement les cibles des parasites, de
facon dose-dépendante avec degyCbmprises entre 1 et 5 et 50 et 100 mM respectnem

L’activité de la 2’,3’ didésoxyinosine dd| a été&ti@e contrd. gondiiin vivo etin vitro.

Ce composé est utilisé dans le traitement du Vlds Dellules THP1 et une suspension de
tachyzoites sont mis en culture. Les molécules sgpotitées, il s’'agit de la ddl, de la
spiramycine, de la sulfadiazine, de la pyriméthanuno de la clindamycine. Lorsqu’'une dose de
ddl de 4 mg/ml est utilisé, aucune cellule THP1shiefestée, et aucun parasite n’est retrouvé
aprés 60h d’incubation. A 1ug/ml, et apres 60 halibation, ddl induisent une inhibition de 87
a 89%, soit une inhibition comparable a celle obeavec des doses de 4ug/ml de sulfadiazine
ou de spiramycine. Une observation au microscopetrénique confirme que apres 12 h
d’exposition, les quelques parasites observés abérés.In vivo, quarante souris agées de 8
semaines ont été infectées par voie orale avedkyss. Le traitement des souris par le ddl
montre une réduction du nombre de kystes dansda tiérébral par rapport au groupe contréle
224'

L'équipe de Derouin 2008 a testé plusieurs médicaments comme inhibiteuengiels
deT. gondii Il s’agit d'analogues des nucléosides comme I'Ad& la lamivudine, de la ddl, de
la stavudine, de la zalcitabine et d’inhibiteurs metéases comme le ritonavir, I'indinavir, le

nelfinavir et le saquinavir. Les tachyzoites desdaiche virulente RH d&. gondiisont mis en

223\ Conseil, M. Soete, J.F. Dubrementimicrob. Agents Chemothet999 43 1358-1361

224 M.E. Sarciron, P. Lawton, C. Saccharin, A.F. Pgt& PeyronAntimicrob. Agents Chemothet997, 41,
1531-1536

225 F_ Derouin, M. Santillana-Hayaantimicrob. Agents Chemothg200Q 44, 2575-2577
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culture avec des fibroblastes, auxquels on ajagarolécules a tester a des concentrations de
0,0005 a 100 pg/ml. L'effet de chaque médicamenhdégerminé par la mesure de la densité
optique en fonction du logarithme de la concerdratCertains analogues des nucléosides n’ont
aucun effet sur la croissance du parasite, aloed@utonavir et le nelfinavir peuvent inhiber la
croissance dd. gondiiavec des Ci, de 5,4 et 4,0 ug/ml. Les effets toxiques pour 5{¥%
cellules hotes sont de 20 pg/ml pour la nelfinatide 40 pg/ml pour le ritonavir. Aucun anti-
rétroviral n'affecte I'activité anti-toxoplasmiquii pyriméthamine et de la sulfadiazine. Il n'y a
aucun effet synergique entre le pyriméthamine aultadiazine et chaque antirétroviral testé.

Des biphosphonates ont été décrits actifs cofitregondii *°. L'activité in vivo
antiparasitaire, dirigée contreeishmania donovaniiet Toxoplasma gondii de trois
biphosphonates a été déterminée. Des souris oninktéées oralement par 10 kystes. Le
traitement a été débuté 3 jours apres l'infectiosiest poursuivi pendant 10 jours, par voie intra
péritonéale. L'alendronate s’est révélée inactifpamidronate est actif contte donovanij le
risédronate est actif contte donovanij il est un peu moins actif sur les souris infestparT.
gondii. Les doses utilisées pour le traitement de I'itibecaT. gondiisont de 10 et 20 mg/Kg’

228'

Le pyrrole trisubstitué 4-[2-(4-fluorophenyl)-5-(tethylpiperidine-4-yl)-1H-pyrrol-3-yl]
pyridine 321 (Schéma 97) est un inhibiteur potentiel de laéna kinase dépendant du GMP
cycligue des apicomplexes. Ce composé a été ésaludes souris infectées pargondij par
voie intra-péritonéalé®. Les souris ayant recu ce composé a 50 mg/kg fiexpar jour
pendant 10 jours sont protégés de I'infection.akrEt du traitement, les parasites sont retrouvés
au niveau du poumon, de la rate et du cerveau, we irgligue une recrudescence
asymptomatique de linfection. L'interféron gamnenmble étre indispensable aux souris pour
combattre I'infection, méme si elles ont été tregt@ar le composé pyrrolé. En effet l'infection a
éte réalisée sur des souris déficientes en inerf@amma. Tant qu’elles sont traitées par le
dérivé pyrrolé, les souris survivent mais dés &grrelles meurent. Si des souris
immunocompétentes sont a nouveau infectées padaselétale de tachyzoites, elles survivent.
Le composé pyrrolé semble immuniser les sourigéeai L'interféron gamma et le composé

pyrrolé ont un role synergique.

226 M.B. Martin, et al.J. Med.Chem 2001, 44, 909-916

227y, Yardley, A.A. Khan, M.B. Martin, T.R. Slifer,.5. Araujo, S.N.J. Moreno, R. Docampo, S.L. CrBft,
Oldfield Antimicrob. Agents Chemothg?002 46 929-931

228y Ling, G. Sahota, S. Odeh, J.M. Chan, F.G. AvaBjN. Moreno, E. Oldfield Med Chem 2005 48(9):3130-
3140

229B. Nare, J.J. Allocco, P.A. Liberator, R.G.K. D&thaAntimicrob. Agents Chemothg2002, 46, 300-307
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Schéma 97

Le flurazépanB22s'est révélé étre un inhibiteur de la croissare€.dyondiiin vitro #*°
Les tachyzoites sont mis en culture avec des fiastds. Apres 4 a 6 h dincubation, les
médicaments sont ajoutés. Apres 48h d’'incubatinormesure l'incorporation de [3H] uracile. Le
composé PK 1119823 n’'a pas semblé étre actif sir gondii Les deux compos&®R2 et 323
sont actifs suP. falciparum®®

LJ

/N /N/K/

i Cl
322 Flurazepam 323 PK 11195

Schéma 98

L’équipe d’Asai en 2003* a testé approximativement 150 000 petites moléadenme
inhibiteurs potentiels de I'hydrolase nucléosidghosphate (NTPase), une enzyme des
tachyzoites dd. gondii par un screening robotisé. Cinq composés, detates différentes
(Schéma 99) se sont révélés étre de bons inhibitdes deux isoformes des NTPases avec des
Cl 50 de l'ordre de 0,1 a 20 uM. Les &J sont similaires pour les deux isoformes. Les cing
composés sont lacide 2-[2-[2-(2,4,5-trichlorophéy@thoxy]éthoxy]acétique324, I'acide
ursolique 325 le 1H-1,2,3-triazole-4-carboxamide, 5-amino-1-(3,5-dicht4-
[tricyclo(3.3.1.13,7)dec-1-ylcarbony]phényl) méthya26 le 2-phénylthio-indole327 et I'acide
9-hydroxy-10-(pentachlorophénoxy) stéariq@@8 Des cellules HFF en monocouche sont mis

en culture, ils sont inoculés avec 1000 tachyzaiteta souche clone 2F qui exprime une béta-

20F Dzierszinski, A. Coppin, M. Mortuaire, E. DeWgi C. Slomianny, J.C. Ameisen, F. DeBels, S. Tema
Antimicrob. Agents Chemothg2002 46, 3197-3207
21T, Asai, T. Takeuchi, J. Diffenderfer, L.D. Sibleyntimicrob. Agents Chemothg2002 46, 2393-2399
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galactosidase. Les composés inhibiteurs potersals ajoutés et le tout est incubé 48h a 37°C.

Apres une lyse des cellules et des parasitesj\iicgalactosidase est quantifiée avec le rouge

de chlorophénol D-galactopyranoside. Le nombreadbyizoites est estimé a I'aide d’'une courbe

étalon. Ces composés inhibent aussi la réplicades tachyzoites in vitro, avec des flde

I'ordre de 7 a 50 uM. Le compose le plus actifleg-phénylthio-indol27.
Cl

Cl

/\/O\/\ @]
@) O

324acide 2-[2-[2-(2,4,5-trichlorophénoxy)éthoxy]
éthoxylacétique

Cl O
325acide ursolique
Nx Cl
HNOC\ cl cl
Cl
HoN
326  1H-1,2,3-triazole-4-carboxamide, 0 Cl
5-amino-1-(3,5-dichloro-4-[tricyclo(3.3.1.13,7) o Cl

dec-1-ylcarbony]phenyl)méthyle

O

327 2-phénylthio-indole 328 acide 9-hydroxy-10-(pentachlorophénoxy) stéariqu
Schéma 99

Sept nouveaux composdg9 a 335 analogues du 2-phénylthio-indd@27 (Schéma 100)
ont été synthétisés et testés a la fois commentidsiteurs potentiels des NTPases et comme des
inhibiteurs de la croissance dlegondiiin vitro, par la méme méthode que précédemment. . Ces
composes29 a335sont des inhibiteurs des NTPases, et inhibent kussissance dé& gondii
avec des Cjpde l'ordre 3,2 a 44 uM .
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o o Ty

327 2-phénylthioindole 329 2-[(3-nitrophényl)thio]-H-indole 330 2-[(2-naphthalenylthio]-H-indole

O o e

331 2-[(4-méthoxyphényl)thio] 332 3-phénylsulfenyl indole 333 2-[(1-naphthalenylthio]
-1H-indole S -1H-indole

@S@N@ @@q

334 2-[(4-nitrophényl)thio]-H-indole 335 3-méthylthio-2-(4-nitrophénylthio) indole
Schéma 100

L’équipe d’Atreya 2003 a identifié un composé, I'éosine 36, agissant comme un
inhibiteur pour une nouvelle cible thérapeutiguaaanantT. gondii L'éosine B, appelé 4',5'-
dibromo-2'7’-dinitrofluorescéine 336 (Schéma 101), cible [I'enzyme bifonctionnelle
déshydrofolate réductase-thymidylate synthase (DHIBRdu parasite au niveau d’un unique
site non actif. Cette enzyme n’est pas présente lde mammiferes, elle constitue donc une
cible pouvant bloquer la voie métabolique des &dalu parasite. L'usage de I'é0sine886 a
été approuvé par la FDA (Food and drug administnxttomme médicament et comme produit
cosmeétique, car elle n’a pas montré de génotoxiaitéde carcinogénicité. Le compo886

inhibe la DHFR-TS dd. gondiiavec une Ci, de 180 uM. Ce composeé fait I'objet de recherche

concernant une potentielle action antimalaritiiie
Br Br

NO,
CO,

336 Eosine B
Schéma 101

232 C.E Atreya, E.F. Johnson, J.J. Irwin, A. Dow, K Massimine, I. Coppens, V. Stempliuk, S. Beverley.
Joiner, B.K. Shoichet, K. S.Andersah.Biol. Chem 2003 278 14092-14100.

233 K.M. Massimine, M.T. McIntosh, L.T. Doan, C.E. Ay, S. Gromer, W. Sirawaraporn, D.A. Elliott, K.A.
Joiner, R.H. Schirmer, K.S. Andersdmtimicrob. Agents Chemothg?006 50, 3132-3141
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Parmi les cibles potentielles permettant d’'inhilzecroissance du parasite, le blocage de

320 gest

la voie des purines a été exploré. L'équipe d’EluKio1995%** 1999 %*° et 200
particulierement intéressée aux composés de typeyhlkioinosine, comme agent anti-
toxoplasmique. L’'analogue de purine nucléoside NBMgitrobenzylthioinosine ou 6-[(4-
nitrobenzyl)thio]-9B-D-ribofuranosylpurine) est phosphorylé sélectivampar le nucléoside-
5’-monophosphate d€. gondij mais pas par la kinase adénosine des mammiféBMPR est
clive a [lintérieur du toxoplasme en nucléobase robiénzylmercaptopurine. Le
nitrobenzylmercaptopurine n’est un substrat ni g@adénosine kinase, ni pour I’hnypoxanthine-
guanine-xanthine-phosphoribosyltransférase. Le lodtane de NBMPR est inconnu chez le
parasite, il a été testé comme agent anti-toxoptassm NBMPR tue lesT. gondii
intracellulaires, a l'intérieur des fibroblastesnains, de fagon dose-dépendante, avec ung CI
de 10 mM et sans toxicité apparente vis-a-vis @dlsles hétes. Les G ont été déterminées
par la technique d’incorporation de [3H] uracileeddoses de 100 mM n’ont pas d’effet toxique
significatif sur les cellules hotes non infect@ess tests de cytotoxicité ont été effectués par la
technique du formozan (Cell Titer 96 Kit , du ladsmire Promega Corp. Madison, Wis cf. partie
expérimentale) : les cellules HFF (human foreskinoblast) sont incubées avec les composés a
des concentrations allant de 2 a 100uM. La mesait&adsorbance se fait’a540 nm. D’autres
composeés B-D-ribofuranosylpurines substitués en 6, qui somtbdns ligands de I'adénosine
kinase du parasit€”* ont aussi été testés. Parmi les produits testésblenzylthioinosine, Ip-
nitrobenzyl-6-selenopurine riboside, N6-(p-azidobenzyl) adénosine, le NpH{itrobenzyl)
adénosine, comme le NBMPR sont toxiques sélectimersar les cellules infectées par le
parasite. Certains composé$-B-ribofuranosylpurines substitués en 6 sont does dgents
potentiels pouvant bloguer le métabolisme des paraeZ. gondii®®.

Les transporteurs des purines nucléoside / adénddififerent selon qu'il s’agit de
cellules de mammiféres ou de protozoaires. Lespaneurs des parasites sont moins sélectifs,
il transporte a la fois 1e8-D adénosine €t-L adénosine. Ces transporteurs peuvent étre ishibé
par le nitrobenzylthioinosine ou les purifes nucléoside$®.

L’adénosine kinase d&. gondiiest une enzyme clé du métabolismeTdgondii Cette
enzyme est significativement plus active que leseauenzymes de la voie de sauvetage des
purines deT. gondii Certains nucléosides des purines substitués eworg, des substrats de
I'enzyme du parasite mais pas de I'enzyme humaiag-Cyano-6-benzylthioinosine et le 2,4-

dichloro-6-benzylthioinosine sont les meilleursaligls de I'enzyme. De fagon générale, la

24 M.H. lltzsch, S.S. Uber, K.O. Tankersly, M.H. ebiti. Biochem. Pharmacql1995 49 1501-1512

235 M.H. El Kouni, V. Guarcello, O.N. Al Safarjalarf,N.M. Naguib Antimicrob. Agents Chemothet999 43
2437-2443

236 0.N. Al Safarjalani, F.N.M. Naguib, M.H. el KourAntimicrob. Agents Chemothg2003 47, 3247-3251
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substitution en position para du cycle phényle stntmeilleurs ligands que ceux substitués en
méta ou ortho **". L’équipe d’El Kouni en 2004°% en 2005%*° a synthétisé de nombreux
analogues du 6-benzylthioinosir&37, comme substrats potentiels de I'adénosine kinase
(Schéma 1024024,

N™ SN
HO
0 2:H,ClouCH
3:H, NG, CH;, CKou ClI
H H 4 :H,F,Cl, Br, CN, N@ CH;, OCH;, OCF, tert-butyl ou COOCH

OH O 5:H, FouCH

337

Schéma 102

Parmi les autres enzymes clé du métabolisme d@segut'IMP déshydrogénase (inosine
monophosphate déshydrogénase) constitue une bidlapeutique. Elle catalyse la conversion
de 'IMP (inosine monophosphate) en XMP (xanthinenowphosphate). L'IMP déshydrogénase
est inhibée par des analogues de I'adénine dintidé&ocomme le composé TAB38 et les
dérivés méthyleniques non hydrolysables de T380 et SAD340(Schéma 103). Les Ki sont de
1,77+0,73 pM pour338 0,98+0,48 pM pou339et 0,38+ 0,5 pourd402*?

HoN
@)
IS
X
—=N
R 338 TAD R = REIPO;HCH,-Adénosine X=S
o) 339 B-méthylene TAD R = PHICH,PO;HCH,-Adénosine X=S
340 -méthyléene SAD R = PBICH,PO;HCH,-Adénosine X =Se
OH OH

Schéma 103

#7R.H. Rais, O.N. Al Safarjalani, V. Yadav, V. Guelto, M. Kirk, C.K. Chu, F.N.M. Naguib, M.H. el Kai
Biochemical Pharmacology?005 69(10), 1409-1419

28y, Yadav , C.K. Chu, R.H. Rais, O.N. Al Safarjdla. Guarcello, F.N. Naguib, M.H. el Kounl Med Chem
2004 47(8), 1987-96

29 A. Gupte, J.K. Buolamwini, V. Yadav, C.K. Chu, F.Naguib, M.H. el KounBiochemical Pharmacology
2005 71(1-2), 69-73

240 M.H. el KouniCurr Pharm Des 2007, 13(6), 581-597

241y A. Kim, A. Sharon, C.K. Chu, R.H. Rais, O.N. 8hfarjalani, F.N. Naguib, M.H. el KouBiochemical
Pharmacology2007, 73(10), 1558-1572

242\ J. Sullivan Jr, S.E. Dixon, C. Li, B. Striep&hF. Queene’ntimicrob. Agents Chemothg2005 49, 2172—
2179
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L’'auréobasidine A, un inhibiteur dune enzyme, @OP synthase (inositol
phosphocéramide synthase) synthétisant une spipidgll'inositol phosphorylcéramide, est
présente dans les plantes, les champignons etupselorotozoaires, mais absente chez les
mammiféres. La souche RH de gondii exprimant la3-galactosidase est mise en culture avec
des cellules de fibroblastes HFF pendant 2h. Laurilest lavée pour enlever les parasites
extracellulaires. L’auréobasidine A est ajouté fiédentes concentrations de 0,1 a 10 pug/ml.
Apres 48h, cette molécule inhibe la réplicationTdgondiiavec des Ci, de 0,3pg/ml mais elle
n'affecte pas les cellules HFF. Le mécanisme dactiésulte d’'une perte des structures
intracellulaires et de la vacuolisation. En pluguiléobasidine inhibe la synthése des
sphingolipides du parasifé®

La triazine 4,6-diamino-1,2-dihydro-2,2-dimethylA.4,5-trichlorophenoxypropyloxy)-
1,3,5 triazine nommé WR992B22 (Schéma 104) inhib&. gondiiin vitro a des concentrations
nanomolaire$* La souche RH d&. gondiiest mise en culture avec des cellules HFF pendant
une heure avant addition de l'agent inhibiteur ptét Le [5,6-3H] uracile est ajouté est
incubée pendant 20h. Les cellules sont comptéasda Id’'un spectrophotometre a scintillations.
La Cl 5o est approximativement de 50 nM. Ce composé eiftiaativo. Des souris sont infectées
par des souches RH, elles recoivent 10 000 tactegzpar voie intra-péritonéale. Le traitement
est initié 15 min apres l'infection. Les doses dempose342 utilisées sont de 1,25 mg/ kg/ jour
administrées par voie intra-péritonéale pour légnaent des souris pendant 3 jours. Le nombre
de tachyzoites est quantifié 4 jours aprés l'infectLe groupe des souris traitées apparait en
bonne santé alors que le groupe contrble apparaime malade. Les parasites sont quantifiés
dans le groupe traité comme dans le groupe con@es le groupe traité, le nombre est abaissé
de 2 log. Le composé nommé PS-3%1 est utilisé par gavage, il est administré une paisjour
une heure apreés l'infection par voie intra-périleé La concentration utilisée est de 26 mM ce
qui donne une dose de 387 mg/kg/ jour. Les résultaht similaires a ceux obtenus avec le

compose842 Le compos&41 est métabolisé vivoen compos842 (Schéma 104).

)[\]i_l J[\]i_l )’\i_lz
Cl @) J\ Cl @) OL
Cl Cl In vVivo Cl Cl N NH,

métabolisme
341 PS-15 342 WR99210

Schéma 104

2433, Sonda, G. Sala, R. Ghidoni, A. Hemphill, Jt&&Antimicrob. Agents Chemothg2005 49, 1794-1801
244E J. Mui, D. Jacobus, W.K. Milhous, G. SchiehserHsu, C.W. Roberts, M.J. Kirisits, R. McLeoAntimicrob.
Agents Chemother2005 49, 3463—-3467
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Plus récemment, d’autres substances ont été tedtémsalogue de quinone, I'l-
Hydroxy-2-Docecyl-4(1H) Quinolone appelé aussi HBEB (Schéma 105) inhibe la croissance
deT. gondii par inhibition des NADH déshydrogén&ée Des cellules de fibroblastes HFF ont
mis en culture pendant deux heures aVegondij puis la solution est lavée pour enlever les
parasites extracellulaires et les molécules intdeis potentielles sont ajoutées. L’incubation
dure 24h, les cultures sont ensuite traitées déadan suivante : fixation par un tampon
phosphate (PBS) et du paraformaldéhyde 4% pendantid, perméabilisation par du Triton X
100 (0,25%) pendant 15 min. Mis en contact aveB8A (bovine serum albumine) pendant une
heure, les solutions sont incubées pendant 1h @wd@ntiserum antiF. gondii polyclonal de
lapin dans un tampon PBS contenant 1% de BSA, gaiviune incubation pendant une heure
avec une immunoglobuline G de Cy3-conjugué aniinlalpe nombre de parasite par vacuole a
ete déterminé par microscopie immunofluorescentatiliité béta galactosidase des parasites
de T. gondiia été transférée dans le géne lacZ. aoli qui est utilisé de fagcon courante pour
quantifier le taux de réplication par méthode dobétrique. Des tachyzoites de la souche RH,
exprimant la béta galactoside, et fraichement |ysést utilisés pour infecter les cellules HFF
monocouche, qui sont incubées dans des plaqued geid pendant 4h a 37°C. Les cellules
HFF sont lavées, et incubées avec différentes obrat®ns du compos#43(1, 0,1, 0,01, 0,001
HM) et avec du rouge de chlorophérfaD-galactopyranoside a 100 uM. L’absorbance est
mesurée a 570 nm et a 630 nm. L'inhibition de @ssance du parasite est obtenue avec une
concentration du compo884 de I'ordre de quelques nanomoles par litre. Lag&ist de 2,4t
0,3 nM, valeur mesurée basée sur des essais mekutaitie des vacuoles et la glest de 3,7
+ 1,4 nM basée sur des tests d’'activité de béta-galiaase. Le compos®t3inhibe de fagon
synergique avec l'atovaquone la croissance Tdegondii La taille du groupe alkyle est
importante car un dérivé avec une chaine de 5 nasbn’inhibe pas la réplication de parasite
alors que les composés avec des chaines de 6, B4 atarbones inhibent la réplication.
L’hypothése retenue par les auteurs est que caggme pourrait étre lié au blocage du cycle

ubiquinol / ubiquinone sur deux sites différents.
IOH
N (CH,);,CH,

343 HDQ
o)
Schéma 105

25 A Saleh, J. Friesen, S. Baumeister, U. GrossB@ineAntimicrob. Agents Chemothg2007, 51, 1217-1222
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Des composés inhibiteurs sélectifs des protéasagiog ont été évalués. L'invasion des
cellules est régie par une série de protéinestees@ar trois organelles spécialisées, incluant le
micronémes, qui contribuent a I'adhésion du pagasiita sa pénétration dans la cellule héte. Des
études concernant les espetegpanosomaet Plasmodiumont montré que des inhibiteurs des
protéases cystéine pouvaient étre des agents i@di@aires potentiels et qu’ils pouvaient traiter
les infectionsin vivo. L’équipe de Fen Teo en 208% a concu une série d'inhibiteurs sélectifs
des protéases-cystéines afin d’évaluer leur effet’mvasion des cellules hotes par gondii
Deux de ces composés, lmorpholinourée-leucyl-homophénolalaninyl-phénylygulfone
appelé LHVS344 et N-benzoxycarbonyl-(leucyl)3-phényl-vinyl-sulfone ag ZL3VS 345
(Schéma 106) empéche I'invasion des cellulesTpgondiia des concentrations micromolaires.
Le composé344 inhibe linvasion parT. gondiiavec une Cky de 10 uM alors que pour le
composé34s la Clsg est de 12,5 uM. Les parasites sont incubés 15ame@n les inhibiteurs de
protéases a des concentrations de 1 a 50 uM, gsiisellules HFF sont ajoutées. Apres une
incubation de 15 min, les cellules sont rincées molever les parasites extracellulaires et elles
sont fixées avec du formaldéhyde et du glutaraldéhyans un tampon PBS pendant 20 min.
Aprés un nouveau ringage avec du PBS, on ajoutgtum bovin feetal dans du tampon PBS.
Les cellules sont lavées avec un tampon de dilutfi@mtigéne. Les parasites attachés sont
marqués par un anticorps polyclonal de lapin,aleSAG1 (P30) tandis que les parasites
intracellulaires sont marqués avec un anticorpsadional (Mab 9E1Tn SAG1) de lapin aprés
perméabilisation par du Triton X-100. Des anticospsondaires sont utilisés : Ac Alexa Fluoro
594 anti-lapin, Ac Alexa Fluoro 488 anti-souris, 46’-diamino-2-phenylindole (DAPI). lIs
sont ajoutés a la solution successivement ave@wagé entre chaque étape pour marquer les
noyaux. La lecture est faite par contraste de plespar épifluororescence. L'activité des
protéases cystéine est nécessaire pour la sécd&micronémes et I'invasion des cellules par

3447LVS

T. gondii

246 C. Fen Teo, X. Wang Zhou, M. Bogyo, and V.B. Ctirens Antimicrob. Agents Chemothg?007, 51, 679-688
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345 LHVS

Schéma 106

L’équipe de Smith 2007*" a évalué le composé MC1626 (2-methylcarbethoxainie)
comme inhibiteur de la croissance degondii La Cl 5o était de l'ordre de 100uM. Les
tachyzoites ont été mis en culture avec des cslldle fibroblastes HFF. La technique
d’incorporation de [3H] uracile a été utilisée palgterminer la Cko. A des concentrations

supérieures a 300 uM, aucune cellule héte n'a sepri@senter des signes de dégradations.

L’équipe de Walchshofef** a synthétisé de nombreux composés qui ont étéstest
comme antiparasitaires, confregondij certains ont été aussi testés coh&ishmania

Des dérivés quinoniquet6 a 367 (Schéma 107) ont été synthétisés puis testésnsur u
souche virulente RH d&. gondii maintenu en culture dans des cellules THP1. Gasé$ ont
éte testés a des doses variables de 0,5 a 4 pgl cdmparés a des molécules de référence
comme la clindamycine, sulfadiazine, pyriméthamiae I'atovaquone. Le pourcentage
d’inhibition de la croissance dE. gondii est observé apres 72h. Plusieurs molécules inhiben
70% de la croissance des parasites, mais seulelécute tétracycligue est aussi active que la
sulfadiazine, avec une @J respectivement a 1,63 et 1,62 |if{l.

(0]
0] OH
o cHooc  Q
A Br
) |
HN.__~ g
N
o o) o) OH
346 347 348

Clgo=2,90 pg/ml  12,663uM Clgg=1,28 pg/ml 5,079uM Clgg=2,47 pg/ml  8,697uM

24T A T. Smith, M.R. Livingston, A. Mai, P. Filetic§.F. Queener, W.J. Sullivan, Jantimicrob. Agents
Chemother.2007 51, 1109-1111

248 M.E. Sarciron, P. Nebois, F. Pautet, A.F. Pétilnyf., N. WalchshofeParasitology Researci2002 88 (11),
969-971
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0 O OCH, chooc §  QCHs
H
O 0 O

349 350 351
Clso=1,28 pg/ml 5,423uM  Cl g =2,30 ug/ml  13,068uM  Clgo=1,25 pg/ml  4,194uM

chooc 7 OH 0 O OH
O e! O
N
O OH o) o)

352 353 354
Clgp=2,18 pg/ml  7,569uM  Cl50=1,20 pg/ml  5,854uM Clgy = 2,00 pg/ml  8,23puM

cHooc @ ©OH O O
Os CHsO o
| ‘O N X /
N NS N
H
o) o) o)

355 356 357
Clso=1,00 pg/ml 3,534uM  Cl g =1,94 pg/ml  8,546uM Clg=0,98 pg/ml  3,438uM
0O O 0O
© X /N QO O AN
HNo S Y N~
O O
358 359 360
Cl5=1,86 pg/ml  8,122uM Cl50=0,94 pg/ml  4,069uM Clgy=1,80 pg/ml  7,469uM
@) OCH;, O OH 0
O SN e}
‘O HN - . /
(H3C)N
O O o]
361 362 363

Clgp=0,92 ug/ml 3,958uM  Clgy=1,76 pg/ml  7,242uM  Cl5o=0,87 pg/ml  3,610pM
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o} o) O OH
O O
HN.__~ HN. _~
O OCOCH o} o)
364 365 366
Clso=1,64 pg/ml  6,052uM Clgo=0,42 pg/ml  1,628uM Clg=1,56 pug/ml  6,07uM
0
O
Sulfadiazine Gp=0,40 pg/ml  1,608uM
HN. _~ Pyriméthamine Gp=0,30 ug/ml 1,101uM
0
367

Clsp=1,30 ug/ml  6,103puM

Schéma 107

D’autres composeés de type indoloquin@Yé a 377 et quinoneimine878 et 379 ont été
synthétisés et évalués par I'équipe de Tapia er8 280 (Schéma 108). La souche RH Te
gondii est mise en culture avec des cellules THP1 dedignyélomonocytique humaink
vitro, des essais ont montré une activité aertshmaniaet anti-toxoplasmique, sans cytotoxicité
sur les cellules THP1. Les G pour I'ensemble des composéd8 a 375 pour T. gondii sont
comprises entre 0,0007 et 0,0051 pM. LessECsont égales a 0,0034 uM a la fois pour la
pyriméthamine et la sulfadiazine. Concernant letstde cytotoxicité, les Gh pour 'ensemble
des composé’368a 375 sont comprises entre 0,817 et 0,011 uM. Pour fien@ghamine la Cig
est de 0,010 uM et pour la sulfadiazine, laddst de 0,012 uM .

OMe 0
R, 368 R,=H = COEt R
N 369 R,=H R COH N 374 R=CHCH,N;
. R, 370 R,=H AR /375 R=CHCH,NHBoc
371 R, = CH,CH,Br R=
R =
Fi =

372 R2 = C"‘ZCH2N3
OMe 373 R,=CH,CH,NHBoc

ITIT

9 R.A. Tapia, Y. Prieto, F. Pautet, N. WalchshoFerFillion, B. Fenet, M.E. Sarciroioorg Med Chem2003
11(16), 3407-3412
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CHZCHZNHBOC CHZCHZNHBoc

O‘ <\/
O‘O‘

379 O
Schéma 108

Des napthtofuranquinon&85 et 386 et des naphtothiophenquinorg&9 a 392 contenant
un cycle thiazole fusionné ont été synthétisésl'gguipe de Tapia en 2003° puis évalués
concernant leur activité antieishmaniaet anti-toxoplasmique (Schéma 109). Les quinorees d
départ380 a 384 ont aussi été évaluées. Malheureusement, les othithenquinone889 a
392 ont montré une trés faible solubilité dans lesvamis usuels, ne permettant pas leur
évaluation biologique. Deux quinon881 et 385 ont montré des activités bien supérieures aux
molécules de références avec des toxicités moinbdessClso sont de 0,0007 UM pour les deux
molécules 381 et 385 contre 0,0034 pM pour la sulfadiazine et 0,003 pour la

pyriméthamine.

#0R.A. Tapia, L. Alegria, C.D. Pessoa, C. Salas, [@drtes, J.A. Valderrama, M.E. Sarciron, F. PaNet
Walchshofer, H. FilliorBioorg Med Chem 2003 11 (10), 2175-2182
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390 R=CHO 392 R=CHO
Schéma 109

Les dérivés benzimidazole-4,7-dion883 a 422 (Schéma 110) ont été testés comme
inhibiteurs de la PNP (purine nucléoside phosplase)l deT. gondii®>%. Les Ki sont de I'ordre
de 2,96 a 0,10 mM. Les composés ont été testéetadlmM concernant l'inhibition de la
croissance dé&. gondii A 1 mM, ils inhibent la réplication des souchds &e 45 a 80 % selon
les composeés. La 8 aminoguanosine utilisé commidaerpositif inhibe 85% de la réplication a

1mM. Le Ki pour la 8 aminoguanosine est de 0,20 mM.

393 R;=H R,=H
0 394 R=H R= CH,Ph
R, 395 R =H R= CH, p-F-GH,
N 396 R =H R= CH, m-F-GH,
/>7R1 397 R =H R= CH, 0-F-GH,
N 398 R=H R=CH,
399 R=H R=n-GHy
O 400 R =H R= CH,-thiazole-CH
401 R =CH, R = CH,Ph
402 R =CHpPh R = CH,Ph
Schéma 110

A travers ces exemples de la littérature, nous oesiconstater que les molécules actives
contre T. gondii ont des structures chimiques trés variées. Le m&o& d’action de ces
molécules n’est pas toujours élucidé. La structlme plus intéressante semble étre

I’'hydroxynaphtoquinone atovaquone.

#1E Alvarez, A. Gherardi, P. Nebois, M.E. SarcirArf;. Petavy, N. WalchshofeBioorg Med Chem Lett2002,
12 (6), 977-979
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Il TRAVAUX PERSONNELS

1) Introduction

Notre objectif est d’évaluer I'activité anti-tox@simique des molécules synthétisées (cf.
partie 1). Pour cela, nous avons maintenu en aifwxoplasma gondiavec des cellules de
lignées monocytaires THP1. Nous avons donc mené dsn premier temps un test de
cytotoxicité sur les cellules THP1 afin de démontpee I'activité inhibitrice de la croissance du
parasite n'est pas liée a la toxicité sur les t&dIuUrHP1, et dans un deuxieme temps un test

d’inhibition de la croissance de gondii

2) Matériels et méthodes
2.1) Culture cellulaire
2 1 1 Milieux
2 11 1Milieu incomplet :

Il est utilisé pour la préparation du milieu contpl# s’agit de RPMI 1640 (Sigma
Aldrich, France) préparé selon la méthode suivante

Un flacon de poudre de 10,49 est dilué dans unditeau distillée a laquelle est ajoutée 2
g de bicarbonate de sodium, sous agitation magredtige pH est ajusté a 7,2. Une filtration
stérilisante est ensuite effectuée sur un filtexigex ® de porosité 0,22 um. Ce milieu peut étre
conservé au réfrigérateur, dans un flacon de voladepté de facon a ce qu’il soit rempli
jusqu’a la limite supérieure pour limiter les carigaavec l'air. En effet le CQalcalinise le

milieu.
211 2 Milieu complet

Il est préparé avec 85 ml de milieu incomplet &ébans un tube conique de 15 ml, on
prépare 10 ml de sérum de veau feetal (DAP, Voge|gRrance), 2 ml d’'une solution de
pénicilline et de streptomycine, 3 ml de tampon HER 500 mmol / | (Sigma Aldrich, France).
Ce mélange est filtré sur un filtre Stérivex ® argsité 0,22 um avant d’étre ajouté au milieu
incomplet. Le milieu contient donc du sérum de vadi0%, de la pénicilline a 200 Ul /ml et de

la streptomycine a 200 pug / ml. Ce milieu est corsa + 4°C.
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2 1 2 Cellules
2121THP 1

Les cellules de la lignée myélomonocytique humaii¢P 1 (ECACC 88081201 ;
Sophia-Antipolis, France) ont été utilisées. Ldtutes sont cultivées dans du milieu complet a +
37°C dans des flasques plastiques (Corning), ptaedeincubateur sous atmosphére de 5% en
CO,, en milieu humide. Une fois par semaine, le miliuculture est renouvelé, et les cellules
sont diluées.

2 1 2 2Toxoplasma gondisouche RH

Les tachyzoites sont issus de la souche RH cu#tirégitro dans notre laboratoire. Les
parasites sont mis en culture avec les cellules TH®ec le milieu complet dans des flasques
plastiques, placées dans l'incubateur a 37 °C, aonesphére de 5% en CO2, en milieu humide.
Les tachyzoites infestent les cellules THP 1,"ylsyaultiplient et finissent par lyser les cellules.

Une fois par semaine, le milieu est renouvelégatauvelles cellules THP 1 sont ajoutées.

2 2) Test de cytotoxicité

Le nombre de cellules est compté en cellule de s4alnet ajusté a 100 0&&llules/ ml
pour les THP1.

Les références utilisées ont été la pyriméthamindaesulfadiazine (Sigma, L’lsle
d’Abeau, France). Les molécules testées sont addlestes dans le tableau 4.

Les solutions meres (SM1) sont préparées a la otnati®n de 2,5 mM dans le DMSO
stérile. Pour cela, les quantités pesées sontuadgidans le tableau 4. 1 ml de DMSO stérile est
ajouté, et la solution est homogénéisée. SM1 ewtnak en prélevant 250 ul de la solution
précédente a 10 mM et en complétant a 750 pl.

Les solutions diluées (SD1) a 25 uM sont prépagéelm facon suivante : 10ul de SM1
sont prélevés, auxquels 990 ul de RPMI sont ajottésr le composgs3 sa faible capacité de
dissolution oblige a préparer une solution dilugiibnte : 50 pl de DMSO stérile sont ajoutés
a 50 ul de SM1. Une deuxieme solution mere (SMRR& mM est ainsi obtenue. 20 pl de SM2
sont prélevés auxquels 980 pl de RPMI sont ajolgsolution diluée SD2 est ainsi obtenue a
une concentration de 25 uM, mais elle contient deisxplus de DMSO que les autres. Elle est
spécifiqgue au composb3

Les tests sont réalisés en plaque de 96 puitspbeité 100 pl. Les composés sont testés
a des concentrations de 5 uM, 1 uM, 0,5 uM et BJ1Rour obtenir une concentration finale de
50ulpuM, 20 ul ou 4 ul de SD1 (ou SD2) sont médeet la solution est complétée a 100 pl.

Pour obtenir, les concentrations a 0,5 et 0,1 pad, dolutions SD1 ou SD2 sont diluées au
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dixieme, ainsi les solutions SD3 et SD4 sont ob¢sn@0 ul et 4 ul de SD3 et SD4 sont préleves
et complétés a 100 ul. SD1, SD2, SD3 et SD4 sapguées avant chaque expérience. Certains
composeés ont été testés a la concentration de Q,8ph4 le cas ou la gamme précédente n’est
pas suffisamment précise pour déterminer lgoCl

Les puits de contréle contiennent du DMSO a la m@&mecentration que les puits
contenant les produits a tester.

Les produits testés étant colorés et I'absorbamaet énesurée a 490 nm, un puits
« blanc » est réalisé pour chaque produit et ptagee concentration : le puits contient le
produit testé, le milieu de culture, mais pas déulee L’absorbance mesurée pour ces puits
« blancs » sera retranchée de I'absorbance meporgeles puits contenant les produits et les
cellules. La plaque est incubée 72h a 37°C sousl®%Q en milieu humide. Au bout des 72 h
d’incubation, la viabilité a été évaluée avec uacté du laboratoire Promega : Cell Titer 96
Aqueous Non radioactive Cell proliferation assayl@et en ceuvre une réaction colorimétrique
a base d’'un composé de tétrazolium (MTS) et d'actiEde couplage des électrons le phénazine
méthosulfate (PMS). Le MTS est réduit par les éefiten formozan qui est soluble dans le
milieu de culture. Aprés 1h30 de réaction a 37°&hsorbance du formozan est mesurée a 490
nm, par un spectrometre, sans traitement additiohadransformation de MTS en formozan se
fait par I'intermédiaire d’enzymes déshydrogénapessentes dans les cellules métaboliquement
actives. La quantité de formozan formée mesuréd'glasorbance a 490 nm est directement
proportionnelle au nombre de cellules vivantes despuits.

Une analyse statistique a été réalisée a I'aideglaiel Graphpadprism ® version 4 de la
Société Graphpad software. Pour chaque composéstia été réalisé trois fois, au moins dans
trois expériences différentes. Les moyennes deughagpérience sont ainsi obtenues.

Détails des calculs

Moyenne des absorbances mesurées du produit seuledRPMI : A p seul
Moyenne des absorbances du produit avec les cethalles le RPMI : A p cell
Moyenne des absorbances du contrdle (cellule saasiip) : A cell

Le pourcentage de cellules vivantes est calculé deniére suivante :

100 x (A p cell — A p seul )/ A cell.

Le pourcentage d’inhibition est 100 — 100 x (A B €€A p seul )/ A cell.

On détermine la moyenne et I'écart type a la mogedun pourcentage d’inhibition pour
chaque produit testé. On trace a l'aide du logi@ehphpadprism ® la courbe pourcentage
d’inhibition en fonction du log des concentratioms produit et on détermine la G pour

chaque produit.
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2 3) Test d’inhibition de la croissance dé&. gondii

Le nombre de cellules est compté en cellule de $84elnet ajusté a 100 000 cellules/ ml
pour les THP1 et 30 000 / ml pour les tachyzoites.

Les molécules synthétisées sont diluées comme geguéent. Les références utilisées
ont été la pyriméthamine et la sulfadiazine (Sighisle d’Abeau, France). SD1, SD2, SD3 et
SD4 sont préparées avant chaque expérience. Lissst# réalisés en plaque de 96 puits de
capacité 100 pl. Les composés sont testés a desrtoations de 0,2 uM, 0,1 uM.

Les puits de contréle contiennent du DMSO a la m@&mecentration que les puits
contenant les produits a tester.

La plaque est incubée 72h a 37°C sous 5% deddOnilieu humide. Le bleu trypan est
ajouté aux solutions. Les cellules et tachyzoiteants ne sont pas perméables et ils restent non
colorés, tandis les cellules et tachyzoites altéodg colorés en bleu. Les tachyzoites vivants
sont comptés en cellule de Malassez, et les résudtant analysés par rapport aux puits de
contrdle.

Une analyse statistique a été réalisée a I'aidegluiel Graphpadprism ® version 4 de la
Société Graphpad software. Pour chaque compogéstiea été réalisé en triplicats, au moins

dans trois expériences différentes.

Tableau 4: structure de molécules évaluées in vitroBugondii

Molécules testées Masse molaire Quantité pesée Concentration
(9/mol) (mg) (mM)

\ O 197 1,97 10
@]
H
0]

‘ 247 2,47 10
@]
O
‘ 263 2,63 10
@]
O
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3) Résultats et Discussion

Malgré la solubilisation dans le DMSO, certainedéuoles se sont révélées peu solubles
en milieu aqueux. Il s’agit des molécul®s0, 251, 257, 258 259, 260. Les tests de cytotoxicité
aux concentrations de 5 et 1 uM n’ont pas pu égaés a bien sur ces molécules. Le tableau 5
indique le pourcentage d’inhibition de la croissaes cellules THP1 pour des concentrations
en produits de 5,1, 0,5 et 0,1 uM. La concemtnatie 5 uM est toxique pour les cellules THP1.
A cette concentration, la croissance des celluésnhibée a 95% quelques soient les produits
testés. Seule la pyriméthamine se montre moinguexavec une inhibition de la croissance de
45 %. Les produit82, 94 montrant une toxicité importante méme a 0,5uMa été testé a
0,2uM. Les produit259 et 260 étant particulierement peu solubles, ils ont égéés a 0,2uM.
Quant au compos253 la difference de pourcentage d’inhibition entr® €t 0,1uM nous a
ameneé a tester a la concentration intermédiairé,8eM. Grace a ces données, lascCh été
déterminée a l'aide du logiciel Graphprism ®. Lésultats concernant la G sont présentés

dans le tableau 6.

Tableau 5: pourcentage d’inhibition de la croissance des E"lTHP1

5uM 1uM 0,5 uM 0,1 uM 0,2 uM
81 99,04+ 0,87 56,02t 3,42 36,31+ 2,32 5,78+ 5,73
82 101,03+ 3,40 100,24t 6,42 101,15- 0,69 18,03t 6,67 29,33t 3,38
83 97,68+ 1,57 53,40t 8,55 38,20t 9,93 -4,51+ 3,36
87 05,25+ 4,45 31,71t 6,58 14,35t 4,03 7,85k 5,26
94 100,71+ 3,49 85,01t 3,33 91,59t 4,10 10,24+ 6,75 32,62 2,80
95 03,36+ 4,74 45,99 2,70 28,38t 4,47 12,91+ 9,78
250 81,06+ 2,08 9,85+ 5,57
251 86,72+ 0,51 10,95+ 5,89
252 98,04+ 7,56 98,07+ 1,68 26,61+ 3,57 0,97+ 5,67
253 92,89+ 2,55 85,96+ 3,16 65,13+ 10,43  -1,88t 8,97 11,47 + 3,17
257 81,67+ 5,72 6,75k 6,77
258 87,19+ 6,58 8,96t 7,24
259 86,85+ 2,24 3,59+ 7,02 37,56 +7,72
260 93,08+ 2,57 7,97+ 6,30 33,98 + 5,74
Pyriméthamine 44,56+ 8,03 31,23t 3,58 28,46t 2,36 13,5# 9,81
sulfadiazine 72,15+ 4,92 38,14+ 4,45 9,78t 5,61

Les résultats concernant l'inhibition de la croissa deT gondii souche RH sont

référencés dans le tableau 7. Compte tenu de ddosytité des produits, ils ont été testés a des

concentrations plus faibles que la concentratiomqte pour les cellules THP1, soient a 0,2 et

0,1 uM. Cette cytotoxicité est une contrainte tm@portante, car elle limite la gamme de

concentration pouvant étre testées. Tous les pmtkstés inhibent la croissance du parasite a
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0,2 et a 0,1 uM. Certains ont une action comparable molécules de références que sont la

sulfadiazine et la pyriméthamine. A 0,2 et 0,1 &Mg¢un cristal de produit n'a été observé au

microscope.

Tableau 6: pourcentage d’inhibition de la croissanceldgondiiRH

0,2uM 0,1 pM

81 45,17+ 8,93 31,94+ 5,80

82 30,16+ 3,52 21,19+ 4,98

83 39,71+ 2,52 15,75t 6,35

87 31,93+ 6,94 22,1H 6,20

94 25,81+ 7,65 5,93t 11,85

95 33,15+ 4,52 1,90+ 3,80

250 45,27+ 2,05 30,14+ 9,34
251 54,20+ 5,34 35,45k 2,44
252 38,72+ 8,72 19,16+ 2,60
253 52,32+ 7,22 24,88t 8,94
257 40,43+ 6,32 32,14+ 6,65
258 37,59+ 7,31 27,69 5,05
259 47,74+ 8,16 38,86t 6,09
260 40,40+ 6,41 31,58t 8,11
Pyriméthamine 49,03+ 6,32 35,69t 7,67
sulfadiazine 49,35+ 5,14 36,80+ 7,61

Le tableau 7 regroupe les §lcalculées par le logiciel Graphprism ® pour leltubes

THP1 et le parasit€oxoplasma

Tableau 7: CI 50 de THP1 et d&. gondiiRH

tel-00281991, version 1 - 28 May 2008

Clso (MM) THP1

Clso (ULM) T. gondii

81 0,769+ 0,042 0,24# 0,040

82 0,232+ 0,018 0,49% 0,068

83 0,794+ 0,064 0,252t 0,015

87 1,419+ 0,086 0,478t 0,141

94 0,216+ 0,019 0,30# 0,057

95 1,054+ 0,055 0,232t 0,008

250 0,236+ 0,012 0,242t 0,020
251 0,239+ 0,014 0,172t 0,007
252 0,592+ 0,025 0,280t 0,026
253 0,398+ 0,034 0,190t 0,009
257 0,286+ 0,021 0,314t 0,048
258 0,247+ 0,014 0,361 0,054
259 0,296+ 0,044 0,19# 0,019
260 0,221+ 0,014 0,313t 0,046
Pyriméthamine 1,213+ 0,173 0,20 0,014
sulfadiazine 5,821+ 1,022 0,205t 0,018
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ConcernanflToxoplasmales molécules de référence sulfadiazine et pyhargine ont
une Clso égale respectivement a 0,201 et 0,205 pM. Lesaul@g251 et 253 ont une Clsg
légérement inférieure, ainsi que la moléc@®9. Ces molécules sont plus actives contre
Toxoplasma gondique les molécules de référence. Cependant ellesinen cytotoxicité plus
importante que la sulfadiazine ou la pyriméthamireemoléculed5 présente un intérét car sa Cl
50 €st proche des molécules de référence a 0,233nalg,elle est peu cytotoxique (6la 1,054
UM sur les THP1). Les molécul84 et 83 présentent des caractéristiques similaires avedllin
50 @ respectivement 0,247 et 0,252 uM, et une cyittéxmoindre avec cette fois une §la
0,769 et 0,794 uM. Les moléculesl, 82, 250, 251, 253 257, 258 259 260 sont trés

cytotoxiques.

Les molécules87, 94 et 95 sont des ortho carbazoles 3,4 diones. La moléBile
tricyclique est peu toxique pour les molécules TH&fhsI que la molécul@5, résultant de la
cycloaddition de87 et du cyclopentadiéne. || semble que ce cycle Isapgntaire confere une
activité anti-toxoplasmique plus importante. Panto® la molécule tétracycliqu résultant de
I'addition de I'acétoxybutadiene s&7 présente une activité radicalement différente avex
cytotoxicité tres importante vis-a-vis des THPInsaiqu'une activité anti-toxoplasmique plus
importante que la molécule tricyclig@&&. L’adjonction d’'un cycle supplémentaire au carld@zo
3,4 dione augmente l'activité anti-toxoplasmiquesedon le cycle ajouté, elle augmente aussi la

cytotoxicité.

Les molécules], 82 et 83 sont des ortho carbazoles 1,2 diones. Comme prauédnt
la molécule tricycliqueBl est peu cytotoxique vis-a-vis des THP1, et elleagtive contreT.
gondii. La moléculeB3 résultant de I'addition d81 et du cyclopentadiene présente une activité
cytotoxique et antiparasitaire similaire8a. Par contreB2, issu de la cycloaddition d&2 et
I'acétoxybutadiene, offre un profil d’activité radiement différent avec une cytoxicité trés
importante et une diminution de [l'activité antipsitaire. L'adjonction d'un cycle plan
aromatique aux ortho carbazole 1,2 ou 3,4 diondecerune activité cytotoxique, et diminue
I'activité antiparasitaire. Par contre I'adjonctidiun bicycle ponté confére aux carbazole diones

(en particulier les 3,4 diones) une activité aokieplasmique.

Si on compare I'activité des deux molécules tricpets87 (3,4 dione) eB1 (1,2 dione),
81 est plus active qu87 a la fois contre les cellules THP1 et le paraditerientation des
carbonyles en 1,2 ainsi que la non substitutiofiad®te pourrait expliquer cette différence. Si

on compare les molécules tétracycliques et pl@dg8,4 dione) eB2 (1,2 dione), leur activité
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cytotoxique et anti-toxoplasmique sont trés prochesrientation des carbonyles ou la non
substitution ne semble pas jouer un rble prépomtiéraant a leur activité biologique. Si on
compare les molécules pentacycliques avec un pgriee95 (3,4 dione) eB83 (1,2 dione), elles

ont une activité anti-toxoplasmique tres intéressaminsi qu’'une cytotoxicité moindre. Comme
précédemment, I'orientation des carbonyles ou la substitution de I'azote ne semblent pas

intervenir quant a leur activité biologique.

N: *‘\ N: *‘! N: *‘!
H 0 H 0 H 0
81 o 82 o 83

(0]

(0]

Qe g
87 JN ‘ 94 JN ‘O 95 JN ‘6

Schéma 111

Les molécule®51 et 253 ont des structures chimiques tres proches, efleseptent une
inhibition de la croissance de gondij avec des valeurs de &ltrés voisines. Les isoxazoline-
carbazolequinones sont des molécules capablesiliBinta croissance in vitro d€. gondii
Parmi les triazolo-carbazolequinones, seule la cut#é259 inhibe la croissance dE. gondii
Les isoxazolo ou les triazolo-carbazolequinonesgrtent une cytotoxicité trés importante vis-

a-vis des THP1, ce qui limite leur intérét thérdapie comme antiparasitaire.

R
0
\ \
N N N N
o) J
257 =H 258 =H R
259 =OMe 260 =OMe
Schéma 112
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4) Conclusion :

Ces nouvelles molécules inhibent la croissancd .dgondii in vitro mais leur faible
solubilité en milieu aqueux, rend leur évaluatisoldgique difficile et limite considérablement
leur éventuel potentiel thérapeutique. La galénipoerrait améliorer cette faible solubilité en
milieu aqueux, et ainsi améliorer la biodispontBilde ces produits. D’autre part, ces molécules
sont toxiques pour les cellules THP1, elles poanmaprésenter un intérét thérapeutique comme
anticancéreux, mais seuls des tests sur plusie@ngek cellulaires pourraient confirmer leur
effet cytotoxique et surtout de connaitre leur @élgé. Ces molécules présentent une parenté
structurelle avec les inhibiteurs de 'ADN topoisénaise Il, comme les anthracyclines, mais

surtout un autre intercalant inhibiteur de la tgpanérase Il comme I'elliptinium.
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CHAPITRE 3 : TEST D'INHIBITION DE LA PURINE NUCLEOS
PHOSPHORYLASE DE TOXOPLASMA GONDII

IDE
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| DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

Les molécules synthétisées inhibent la croissangqeadasite. Plusieurs molécules de type
carbazolequinones ont déja été testées au seabdtatoire de parasitologie sur une enzyme du
métabolisme des puriné la purine nucléoside phosphorylase (PNP). Cet®yrae est une
enzyme clé de la voie de sauvetage des purinele geie¢ d’acces pour le parasite aux bases
puriques.

Nous avons donc évalué l'activité inhibitrice pdielhe de nos molécules sur la PNP de
T. gondij .afin de savoir si I'inhibition de la croissande parasite observée est liée a ce

mécanisme d’action.

Les mammiféres utilisent deux voies d’accés auinpar’=

La synthésale novoa partir de ribose 5-phosphate et de moléculésstgle les acides
aminés.

La voie de sauvetage des purines ou l'organisneeycte » les bases puriques provenant
principalement du catabolisme des acides nucléjgeedes transforme en fonction de ses
besoins.

Les protozoaires ne posseédent pas de voie d’aeagsvdaux bases puriques. La voie de
sauvetage des purines est donc leur seule possihilin de disposer des ces bases. Les

nucléosides sont importés de leur hote. L'équip& g 2°°

a étudié le métabolisme des purines
deT. gondij et a trouvé des activités de type phosphorylase fla guanine et I'inosine. Aucune
activité de clivage n'a été mise en évidence, ncuae activité nucléoside kinase ou
phosphotransférase. Les désaminases ont été teopwée I'adénine et la guanine. Les activités
phosphoribosyltransférase ont été mises en évideoce les quatre nucléobases purigues.
L’interconversion est possible seulement en dioectie 'adénine vers la guanine. L’équipe de
Chaudhary®®* a démontré quel. gondii utilise deux enzymes pour la voie des purines,
I'hnypoxanthine xanthine guanine phosphoribosyltférase et 'adénosine kinase. Il semblerait
qgue la voie de sauvetage de l'adénosine est plyoriante que la voie de sauvetage de
I’'hypoxanthine ou des autres bases. La figure ssdes illustre la voie de sauvetage des purines

deT. gondiid’aprés Chaudhary*.

%2R B. Gilbertsen, J.C. Sircair C.Hansch et alQaébrd et New York, Pergamon Pre&89Q 2, 443-480

253 E.C. Krug, J.J. Marr, R.L. Berefifie journal of biological chemistrit989 264(8), 10601 - 10607

#4K. Chaudhary, J.A. Darling, L.M. Fohl, W.J. SullivJr, R.G.K. Donald, E.R. Pfefferkorn, B. Ullm&nhS. Roos
The journal of biological chemistr2004 279(30), 31221 — 31227
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Adenine  Adenosine Inosine Hypoxanthine  Xanthine Guanosine Guanine

Cellule héte

Vacuole parasitophore

Cytoplasme de T. gondii

Adenine Adenosine
¥ desaminase Y v

Adenosine — Inosine PNP Guanine
Adenine \ PNP
desaminase 4 v v

» Hypoxanthine Xanthine Guanosine

Adenosine / \ \

kinase Hypoxanthine, xanthine, guanine
phosphoribosyltransferase

L AMP / IMP l GMP \
A desaminase desaminase synthetase

AMP > IMP > XMP » GMP
Adenylsuccinate ‘Adenylsuccinate
lyase synthetase
Figure 19

L’équipe de Sarciron en 198% a déterminé les activités de plusieurs enzymea deie
de sauvetage des purines, dans des tachyzoitesnardvde kystes, par HPLC. Six enzymes ont
été testé vivo etin vitro, 'adénosine désaminase, la guanine désaminaparitee nucléoside
phosphorylase, la xanthine oxydase, I'hypoxanthig@thine guanine phosphoribosyltransférase
(HXG PRT) et 'adénine phosphoribosyltransféraseP@RT). In vitro, ni la guanine désaminase
ni 'HXG PRT n’'ont été détectéefn vivo, la PNP et 'adénosine désaminase ont montré une
activité importante. La PNP est une enzyme ubigeitamais il existe des différences de
structures entre I'enzyme des mammiferes et deam@sjie. Cette enzyme est une enzyme clé du
métabolisme des purines car elle intervient danglesformation de I'inosine en hypoxanthine
et de la guanine en guanosine. Elle a donc ététe¥liaée comme une cible potentielle pour des
produits a visée anti-toxoplasmique.

La PNP est une enzyme ubiquitaire, elle coupedmsdn entre la base et le sucre, la
réaction étant induite par I'ion phosphate. Cefigction est réversible mais fonctionne surtout
dans le sens nucléoside nucléotide.

Base — ribose + HPG ™ (phosphate inorganique) <=> base —H + rillbphosphate.

(base = inosine ou guanosine).

Associée a 'HXGPRT, elle est une enzyme de la deisauvetage des purines alors que

associée a la xanthine oxydase, elle est une endyroatabolisme.

25 A, Ghérardi, M. E. Sarciron, A.F. Pétavy, F. Peyife sciences1999, 65 (17), 1733-1738
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D'aprés Chaudahard’®, la PNP deT. gondiiest trés proche de la PNP Besmodium
falciparumet dE. Coli, concernant la séquence des acides aminés. LadBPMé&xoplasmaa un
poids moléculaire de 33025 Da. (toxoRBvw.toxoDB.org. Elle est donc plutdt classée comme

une molécule de bas poids moléculaire. A causesuis lapplications cliniques potentielles, de
nombreux analogues de nucléotides et nucléosidet®synthétisés et testés comme inhibiteurs
de PNP. D’aprés Bzowskd’, les inhibiteurs potentiels des PNP de bas poiolgculaire sont
généralement des analogues des substrats nuckEosieprenant des modifications de la base
et / ou du pentose. Les modifications portent suremplacement de cycle ou d’'une partie du
cycle, souvent avec l'attachement du phosphate o droupe phosphonate, pour la
compétitivité avec le second substrat de la phagpdteon, le phosphate inorganique Pi.
D’autres inhibiteurs ont été développés, les anmegde I'état de transition. Il s’agit des
immucillines H et G les inhibiteurs des PNP dethmids moléculairesH. coli), peuvent aussi
étre des analogues nucléosidiques, les formycines B\ ainsi que des analogues 7-déaza. Un
substituant chlorure sur des analogues de nuckd@sitkaza sont aussi des inhibiteurs.

L’équipe de Chaudhariy® a testé la sensibilité de la PNPTegondiiaux immucillines,
analogues de I'état de transition qui s’avéerent pdiéssants inhibiteurs de la PNP &e
falciparum La croissance de la souche sauvagel dgondii n’est pas affectée par 10 uM
d'immucillines H, mais la souche mutante, pour kg 'adénosine kinase de la voie de
sauvetage des purines est absente, est sensibteratilline H avec une Ciy de 23 nM. En
présence du substrat hypoxanthine, la souche neutantine croissance normale, mais la
croissance est inhibée en présence du substranenae qui indique que I'immucilline agit par
inhibition de la PNP dd. gondii La séquence primaire des acides aminés de la deNIP
gondii est identique a 40% a celle de la PNPRlefalciparum Des enzymes recombinants
montrent des parametres cinétiques similaires plusieurs substrats. Cependant contrairement
a I'enzyme dwPlasmodium TgPNP est insensible a la méthylthio-immucillkhequi inhibent la
PNP dePlasmodiumavec un Ki de 2,7 nM. De plus, la PNP Tegondii (TgPNP) ne peut pas
utiliser le 5’-méthylthio-inosine. Ce produit editenu chelasmodiumpar désamination de la
méthylthio-adénosine, un produit de la voie biokgtigue des polyamines, et son autre
mécanisme d’obtention de I'hypoxanthine en pluslaleoie de sauvetage des purines. Une
analyse du génome a montré I'absence totale de wat biosynthétique chéz gondii d'ou le
fait que I'enzyme TgPNP n'utilise pas 5’-méthylthimsine. La différence concernant les voies
métaboliques des purines ou des polyamines pasmnkimbres du phylum Apicomplexa avec

les cellules hdtes humaines oriente la stratégaégeloppement de médicament ciblé.

26K, Chaudhary, L.M. Ting, K. Kim, D.S. Roos Theujaal of biological chemistry2006 281(35), 25652 —
25658
%7 A, Bzowska, E. Kulikowska, D. Shugar Pharmacolyh&rapeutics2000, 88 349-425
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Des dérivés carbazolequinones ont synthétiséssetsteomme inhibiteurs potentiels de
I'activité de la PNP de deux souchesTdegondii(souche RH et ME 49 . Les dérivés testés

étaient les suivants (Schéma 113) :

403 R=Me; X =H 405 406
238 R= Et; X = H

240 R= Et; X = 2-Br

404R=Bn; X =H

O

415R=H
416 R=Me

Schéma 113

Les références utilisées étaient la 8 aminoguarogin est un inhibiteur de la PNP
humaine et deP. falciparum la formycine A qui est un inhibiteur de la PNP El’ coli et
I'allopurinol ribose qui est un substrat de la PNHnaine. La 8 aminoguanosine inhibe la PNP
des deux souches avec une valeur de Ki de I'ordr@, 2l mM. La formycine a une valeur de Ki
de l'ordre de 1,70 mM pour les deux souches ebpairinol ribose a une valeur de Ki de 2 et
1,8 mM pour la souche RH et ME 49 respectivemeatmiPles quinones tricycliquetd3, 404,
238 240et411], les quinones non substituées sur la double ha3®»-C3 (X = H) soient03
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404, 238 et41], présentent une valeur de Ki de méme ordre dedgtarnvoire légerement plus
basse que notre meilleure référence, la 8 aminagira® sur les deux souches. Parmi ces
composes, le dérivid-éthyl 238 est le plus actif avec des valeurs de Ki a 0,7t M sur les
deux souches. Parmi les composeés tétracyclig08s406, 407, 408 409 410 412 413 414, la
présence du groupement hydroxy sol?, 413 et414n’augmente pas l'activité inhibitrice par
rapport aux composés non hydroxyH35 et 406. Par contre la position de I'azote du cycle
pyridinique détermine I'activité inhibitrice. La nfleure activité a été observée avec les
régioisomeres 1,1805 et 413 puis avec les régioisomeres #@6 et 414 Les quinoneg09 et
410 se sont montré plus actifs que les dérivés lactacoerespondant407, 408 Les dérives
pentacycliqgues ont présentés une valeur de Ki gupéraux autres dérivés. Les compo$é’
238 404, 409 et 410 ont montré une activité inhibitrice de la PNP gigqée a la référence 8
aminoguanosine, les composé85 407, 408 ont montré une activité inhibitrice de la PNP

inférieure a la référence 8 aminoguanosine.
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Il TRAVAUX PERSONNELS

1) Introduction

Suite a ces résultats, nous avons synthétisé dsgarbazolequinones, structurellement
proches des précédentes. Notre travail a consister |'activité inhibitrice des composeés que
nous avons synthétisés (cf. partie chimique) si@N& de la souche RH de gondii Dans un
premier temps, il nous a fallu isoler la PNPTdegondii puis procéder au test d’inhibition en

utilisant une méthode chromatographique.

2) Matériels et méthodes

La souche RH deT. gondii est maintenue en culture avec des cellules
myeélomonocytiques humaines THP1 comme décrit plast.hPour obtenir le matériel
enzymatique en quantité suffisante, il a fallu ectiér les protozoaires pendant plus d’'une année.
La PNP est obtenue par différentes étapes quitérdécrites dans la thése d’Arnauld Ghérardi
28 La premiére étape consiste & séparer les toxopksles cellules THP1. Pour cela, les
cultures sont prélevées dans un tube conique &tfogées a 1000 g mifl. Le culot est remis
en suspension et mis en flasques de cultures tgnedide surnageant contenant les tachyzoites
est centrifugé & 2000 g. minAprés élimination du surnageant, le culot estisezn suspension
et filtré sur filtre Millipore de 5u. Aprés une defugation & 2000 g. mih et élimination du
surnageant, le culot est conservé a -80°C.

La deuxieme étape est la purification @egondii Il s’agit d’abord de précipiter les
protéines de membranes, la PNP étant une enzynesgtdplasme. Les culots sont décongelés,
réunis, mis en suspension dans un tampon phosgh@b® en présence de saccharose et
d’inhibiteurs de protéases (Sigma), centrifugés8a00g a 4°C pendant une demi-heure. Le
surnageant est récupére, le culot est remis eressigm dans le tampon phosphate, centrifugé 1
heure a 4°C. Les surnageants sont réunis. llsgécipités dans du sulfate d’ammonium 4M,
dialysés une nuit a 4°C dans du tampon phosphat@&sAcentrifugation a 20000 g pendant 1h a
4°C, le surnageant est déposé sur une colonne deEDEephacel, puis sur une colonne
d’hydroxyapatite. La mesure de I'absorbance a 280permet de détecter les fractions actives.
Une aliquote est gardée a chaque étape.

Une électrophorese en minigel en SDS page esttengaiisée, la révélation est faite par
coloration argentique. Enfin le dosage des protinest effectué par méthode

spectrophotométrique. La gamme étalon est réaleésr des concentrations croissantes

28 Arnauld Ghérardi, Th D, Lyon1, 2001-208.
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d’albumine bovine (Merck) de 0,2 a 1 mg/ml. La nrestie I'absorbance est faite a 595 et a 450
nm. Le réactif est le bleu brillant de Coumassi®t{iR® nanoquant de Roth), qui se lie
proportionnellement aux protéines passant ainsstdde cationique (absorption a 470 nm) au
stade anionique (absorption & 595 nm) d'aprés Brddf*°. Le ratio de la mesure de
I'absorbance a 590 et a 450 nm en fonction de n@eatration, permet d’établir la droite étalon.
L’échantillon, dilué au 28 au 16™ et ¥4 est ensuite confronté a cette droite étatsmettant

de déterminer la concentration en protéine dedwrdillon apres purification.

L’activité enzymatique est déterminée par HPLC. dlease mobile est constituée de
phosphate d’ammonium NH.PO, a 25mM et de méthanol, la proportion est de 9525PNP
contenue dans I'échantillon est incubée en présdiiesine et de phosphate inorganique. Le
détecteur mesure I'absorbance a 254 nm, l'inosindygoxanthine absorbent a cette longueur
d’onde. L’hypoxanthine est formée a partir d'inasihes produits synthétisés sont testés comme
inhibiteurs potentiels de la PNP. Les produitssdetesont préparés en solution dans le DMSO a
8uM. lIs sont incubés en présence d’inosine 8uMtadepon phosphate 0,05M et de PNP. Le
pourcentage de I'inhibition de la PNP est défini lgaratio de I'activité en présence des produits
synthétisés et sans ces produits. Chaque prodegter est chromatographié a 254 nm, afin de
vérifier qu’il n"absorbe pas a cette longueur d’entles incubations durent 30 min a 37 °C dans
un bain thermostaté. Les contrbles sont incubék dacon suivante : 4 ul d’'inosine, 4ul de
DMSO, 20ul d’eau et 4 ul de tampon phosphate. Ghagoduit a tester est chromatographié de
la facon suivante : 4ul de produit a tester solsibitlans le DMSO, 4ul d’'inosine, 4ul de tampon
phosphate et 20 pl de PNP. Les produits a testdrfaibnlement solubles en milieu aqueux, la
concentration choisie correspondant a la concémtrataximale pour avoir une solubilité totale,
soit une concentration de 0,5uM au final (8 uM dBASO, dilué au 16 éme soit 1/ 6,25 de
DMSO). La molécule de référence choisie est la 8aguanosine, chaque expérience est

réalisée en triplicats.

3) Résultats

Les tests préalables ont été réalisés sur un ébbiarttontenant la PNP aprés la réunion
des surnageants et avant la précipitation dansliates d’ammonium. Cet échantillon avait une
activité de type PNP, en présence d’inosine ethisgphate inorganique, I'hnypoxanthine était
formée. Cet échantillon contenait 80 ug/ml de pnetéEn effet, la purification de la PNP est
extrémement délicate, avec comme principal risguperte d’activité au cours des différentes
étapes de la purification. Une aliquote a chaqapesétant conservée, I'activité est mesurée pour

chaque aliquote. Il est possible d’avoir une atdi@nzymatique dans I'échantillon de départ, et

259 Bradfordanal Biochem1976 72,248-254
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de ne plus en avoir apres le passage sur colonng@o@ avoir une activité enzymatique

détectable en HPLC, il faut collecter les protomemisur plusieurs mois. Donc les tests

préalables sont effectués, sur un échantillon camtieencore de nombreuses protéines, afin

d’éliminer les produits sans activité, et de néetesur I'enzyme purifiée que des produits ayant

une activité inhibitrice.

3

2,5

y =0,07x + 0,52
R? = 0,985

DO 590/ DO 450
I
[

0,5 4

20

25 30 35

Concentration ( pg/ml)

+ Sériel
—— Linéaire (Sériel)

Figure 22 Droite d’étalonnage de la gamme Roti Nammuant (Biorad).

Tableau 10

Ratio DO 590 / DO

Concentration

(Mg

Dilution préalable dg

» Concentration  réells

1%

450 ml) I’échantillon de I'échantillon (ug
ml)

0,795 3,932 1/20 78,64

1,066 7,800 1/10 78,00

2 21,143 1/4 84,57

Nous avons testés 14 produits (comp@&k$82, 83, 87, 94, 95, 250, 251, 252 253 257,

258 259, 260), ainsi que la 8 aminoguanosine, comme référdnee tests ont été répétés trois

fois. Aucun produit testé n’a montré une absorban264 nm, méme aprés une incubation de 30

min a 37°C, aucun produit n’était un substrat dBNP. Aucun produit n’a montré d’inhibition

supérieure a la 8 aminoguanosine. Tous les produd®nt un pourcentage d’inhibition inférieur

a 30%. La 8 aminoguanosine avait un pourcentagéifition de 46%.

Compte tenu des résultats des tests préalable®mieant apparemment aucune activité

inhibitrice, aucun test n’a été mené sur la PNHipar
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4) Conclusion

Aucune des molécules testées n’est inhibitricead®NP, aux concentrations utilisées,
alors qu’elles ont des propriétés inhibitricesaerbissance d€. gondii Le mécanisme d’action

ne passe pas par I'inhibition de cette enzyme,deamisme reste non élucidé.
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L’objectif des travaux présentés dans ce mémoiréaes/nthése de carbazolequinones et
I'évaluation de leur efficacité sur. gondii Ce mémoire est consacré dans un premier voket a |
synthese dirtho-carbazolequinones et gara-carbazolequinones, et dans un deuxiéme volet a
I’évaluation biologique des composés $oxoplasma gondii

Concernant le®rtho-carbazolequinones, nous avons entrepris de sysghdtifférents
dérivés en mettant en jeu ces quinones avec desdianes, par une réaction de Diels-Alder. La
méthode pour accéder aux carbazoles 1,2 et 3,4edli@st une oxydation du 2 ou 3
hydroxycarbazole par le sel de Frémy. La réactienDiels-Alder utilisant comme diéne
I'acétoxybutadiéne ou cyclopentadiene nous a pedaiscéder aux benzocarbazole-5,6-diones.
Nous avons ainsi synthétisé quatre benzocarbazéldidnes originales.

Concernant lepara-carbazolequinones, nous avons entrepris la symtbdesdérivés
isoxazolocarbazole-4,10-dione et triazolocarbaZgl®-dione. La méthode pour accéder a ces
composés est une cycloaddition 1,3-dipolaire metem jeu ces quinones en tant que
dipolarophiles et des dipbles comme les oxydesitdées et les azotures. Nous nous intéressons
en particulier a la régiosélectivité de ces cycthtons.

La réaction de cycloaddition des azotures avecdebazolequinone non bromée,
conduit au mélange des deux régioisomeres dangrdesrtions différentes.

La 2-bromoquinone nous a permis d'obtenir un dégioisoméres d’'une maniere
totalement régiosélective et la 3-bromoquinone naysermis d’obtenir 'autre régioisomere
majoritairement. La sélectivité est gouvernée papdsition de I'atome de brome, avec une
attaque préférentielle de I'azote N-1 de I'azotuwele carbone non bromé de la quinone.

Les conditions opératoires que nous avons app&jdéns nos réactions ont été plutdt
favorables a la formation des composés triazolameés et nous n'avons en aucun cas isolé
d’autres structures comme cela était observé damais travaux décrits dans la littérature.

Nous avons confirmé les attributions de structwee différents régioisomeres par une
séquence RMNH NOE pour les isoxazoloquinones et par une éteecdrrélationsH - > C
HMBC.

La bromation de la quinone est une méthode origima@rmettant de réaliser des

cycloadditions 1,3-dipolaires régiosélectives. Nausns ainsi réalisé huit produits originaux.

Concernant I'évaluation biologiqgue des composéshgyisés, leurs structures planes
proches des anthracyclines, laissent présagerartane cytotoxicité. Nous avons donc examiné
la cytotoxicité des composés sur les cellules THRL,sont des cellules myélomonocytiques

humaines. La souche RH de gondiiest maintenue en culture avec des cellules THR% ka
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milieu RPMI sous 5% de C(et a 37°C. Les composeés testés se sont revégEsydttoxiques
sur les cellules THP1 a5 et 1 uM et peu cytotoxigw,1 pM.

L’inhibition de la croissance des tachyzoites a é&taluée a des concentrations peu
toxiques pour les cellules THP1, c'est-a-dire 260,@,1 uM. Les composés se sont révélés actifs
sur T. gondij certains ont méme une activité similaire a celes références comme la
sulfadiazine et la pyriméthamine. Cependant lacit&cdes composés risque d’étre un frein a une
éventuelle utilisation cliniqgue en parasitologier Rontre, ces molécules pourraient avoir un
potentiel comme anticancéreux, il conviendrait €e fester sur plusieurs lignées cellulaires.
L’évaluationin vivo n’a pas été menée, car les produits sont troptes.

Plusieurs carbazolequinones synthétisés par naberdtoire ont été évaluées comme
inhibiteurs potentiels de la purine nucléoside phosylase (PNP) enzyme clé de la voie de
sauvetage des purines, seule voie d’accés pouarbsipe aux bases puriques. Ces molécules
avaient montré une activité d’inhibition de la PN& des concentrations millimolaires. Les
carbazolequinones nouvellement synthétisées ort étenévaluées. Compte tenu de leur faible
solubilité en milieu aqueux, les nouvelles carbagoinones ont été testées a des concentrations
micromolaires. Malheureusement, aucun composété@’aapable d’inhiber 'enzyme.

L’inhibition de la croissance dE.gondiipar nos composés n’est pas liée a I'inhibition de
la PNP.
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Oxidation of 2- and 3-hydroxycarbazoles with Frémy’s salt gave the corresponding ortho-carbazolequinones.
These molecules react as carbodienophiles in Diels—Alder reaction with 1-acetoxy-1,3-butadiene and 1,3-cy-
clopentadiene to provide the novel benzocarbazolequinone structures 15, 16, 18 and 19.

Key words ortho-carbazolequinone; Diels—Alder reaction; benzocarbazolequinone

The carbazole-3,4-quinones represent an important family
of carbazole alkaloids. Carquinostatins A and B, lavan-
duquinocin and carbazoquinocins A—F represent the first
carbazole alkaloids containing an ortho-quinone system" and
possess various biologic activities (Chart 1).

The carquinostatins A and B were isolated from Strepto-
myces exfoliatus 2419-SVT2 and were shown to be potent
neuronal protecting substances.>® Lavanduquinocin was iso-
lated from Streptomyces viridochromogenes 2942-SVS3 and
exhibit a strong neuronal cell protecting activity.¥ The car-
bazoquinocins A—F were isolated from Streptomyces vio-
laceus 2448-SVT2 and they showed strong inhibitory activity
against lipid peroxydation.”

As part of our continuing search for biologically active
compounds with a quinone moiety, we were particularly in-
terested in the synthesis and in the Diels—Alder chemistry of
carbazolequinones.® In a previous work we reported the syn-
thesis,”® the induction of caspase-dependent cell death” and
the Toxoplasma gondii purine nucleoside phosphorylase in-
hibitory activity'® of some carbazole-1,4-quinones.

The purpose of this work is to obtain carbazole-1,2 and
-3,4-dione derivatives and to report their behaviour as
dienophiles in [4+2] cycloaddition reactions.

Results and Discussion

Carbazole-1,2-quinone 3'" was obtained by oxidation of
the commercially available hydroxycarbazole 1 with Frémy’s
salt. Treatment of 1 with sodium hydride in the presence of
methyl iodide in the solvent system THF-DMF, gave

Carquinostatin-A : R=H
Carquinostatin-B : R = OH

Lavanduquinocin

Carbazoquinocin-A : R = (CH,),CH(CH3)CH,CH;
Carbazoquinocin-B : R = (CH,),CH(CH3),
Carbazoquinocin-C : R = (CH,)¢CH;
Carbazoquinocin-D : R = (CH,),CH(CH;)CH,CH;
Carbazoquinocin-E : R = (CH,)sCH(CH3),
Carbazoquinocin-F : R = (CH,)¢CH(CH3),

Chart 1

* To whom correspondence should be addressed.

e-mail: bouaziz@univ-lyonl.fr

chemoselectively the N-methylated compound 2.'? Then, ox-
idation of 2 with Frémy’s salt afforded carbazole-1,2-quinone
4.

On the other hand, carbazole-3,4-quinone 7 was obtained
in two steps from the commercially available 3-aminocar-
bazole 5. The formation of the corresponding diazonium salt
at 0 °C followed by heating the latter in highly acidic aqueous
solution gave the 3-hydroxycarbazole 6, which was oxidized
as above to yield quinone 7 (Chart 2).

Our attempts to obtain 7 through a direct oxidation of 5
with Frémy’s salt provided the dimeric carbazole compounds
12 and 13 only. The reaction may proceed first by formation
of a mixture of amino phenol 8 and ortho-quinone imine 9.
Then, a nucleophilic addition of primary amine 5 or 8 to
quinone imine 9 led to intermediates 10 and 11 which were
subsequently oxidized to the dimeric carbazoles 12 and 13
(Chart 3). Aromatic amines which have a position para to the
amino group substituted by an alkyl or alkoxy group have
been reported to undergo a similar reaction.'>!?

Frémy's salt
KH2P04
9
HZO N" g
I{ Acetone d O
(o]

3:R=H(64%)
4: R =Me (42%)

Frémy's salt
OH KH2PO4
9 H 0
N 2
/
t

C R: Me (80%)

NHz 450, H,0
]3’ NaNOy, 0°C
i

Acctone

5 6 (30%) 7 (50%)
Chart 2
OH (o]
+
y ) )
Et Et Et
5 9
o o
NH. NH.
o RNH Q I‘ ? Frémy's salt Q 2
—_— — 5 ‘
(Sor8)
YO
HN. Et

: W,
O g

12 R=H (10%) i

13 : R-OH (30%) Et

Chart 3
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3 7
S
CH,Cl, CH,Cl, 111]
Si0, ) f
17 Et . Q
18 (49%) 19 (40%)
Chart 4

Chart 5

The Diels—Alder reactions of ortho-quinones previously
reported have been essentially performed with carbodienes.
Recently, our group reported the first examples of [4+2] cy-
cloaddition of ortho-benzofurandione'® and ortho-indolo-
quinone'® towards 1-azadienes. Thus the ortho-benzofuran-
dione reacts as a carbodienophile and ortho-indoloquinone
can react either as a carbodienophile or as heterodienophile.

In continuation of this work focused on heterocyclic
ortho-quinones we planned to investigate the chemical be-
haviour of ortho-carbazolequinones 3 and 7 towards carbodi-
enes and 1-azadienes.

The [4+2] cycloaddition between carbazolequinone 3 or 7
and 1-acetoxy-1,3-butadiene 14 was performed at reflux in
dry THF and provided directly the benzocarbazolequinones
15 and 16, respectively. The reaction between 1,3-cyclopen-
tadiene 17 and carbazolequinone 3, carried out in dichloro-
methane at —10 °C for 5h then at room temperature for 12 h
led to the stable cycloadduct endo 18. In contrast, reaction of
7 with 1,3-cyclopentadiene 17 as above gave an unstable
tetrahydro cycloadduct which was converted into the dihydro
derivative 19 after its treatment with silicagel at 40 °C (Chart
4).

The stereochemistry endo of 18 was confirmed by 'H-
NMR NOE DIFF experiment (Chart 5). Irradiation at
3.42 ppm (H-4a) gives responses on H-11c at 4.12 ppm and
H-12 at 1.71 ppm. Irradiation at 4.12 ppm (H-11c) gives re-
sponses on H-4a and H-12. Finally, an irradiation at
1.71 ppm (H-12) gives two responses on H-4a and H-11c.

Attempted cycloadditions of ortho-carbazolequinones 3
and 7, as dienophiles, with different 1-azadienes gave a com-
plex mixture of products and failed to yield the expected
pyridocarbazolequinones, probably due to the versatile reac-
tivity profile of ortho-quinones in Diels—Alder reactions. Po-
tentially they can react as carbodienes, heterodienes or
dienophiles.

1115

Experimental

Melting points were taken in a capillary tube using a Biichi 510 apparatus.
The IR spectra were obtained on a Perkin—Elmer 1310 spectrophotometer.
The NMR spectra were recorded with a Bruker AM 300 spectrometer ('H-
NMR: 300 MHz, *C-NMR: 75 MHz). Chemical shifts are reported in ppm
using tetramethylsilane (TMS) as an internal reference. Coupling constant
values are given in Hz. Elemental analyses were performed at the Centre de
Microanalyse du CNRS at Solaize, France.

2-Hydroxy-9-methyl-9H-carbazole (2) A solution of 2-hydroxycar-
bazole 1 (0.457 g, 2.5mmol) and DMF (0.37ml, 4.76 mmol) in dry THF
(5ml) was added dropwise to 60% NaH (0.25 g, 6.25 mmol) under a nitro-
gen atmosphere and stirring at room temperature. After 10min, CH;l
(0.17ml, 2.75 mmol) was added and the stirring was continued for 2 h. The
resulting mixture was cooled to 0 °C and quenched with water (2 ml). After
removing the solvent under vacuum, the crude product was washed with
acidic aqueous solution and purified by column chromatography on silica
gel with CH,CL,/MeOH (98 :2) as the eluent. Compound 2 was obtained as
a yellow solid in 80% yield (ref. 12, 89%), mp 162°C (ref. 12, 166—
167°C). IR (KBr) cm™": 3360. '"H-NMR (DMSO-d) &: 9.53 (1H, s, OH),
7.96 (1H, d, J=7.7Hz, H-5), 7.89 (1H, d, /=83 Hz, H-4), 7.48 (I1H, d,
J=8.2Hz, H-8), 7.34 (1H, td, /=8.2, 1.1Hz, H-7), 7.13 (IH, td, J=7.7,
1.0 Hz, H-6), 6.86 (d, 1H, J=2.0Hz, H-1), 6.68 (1H, dd, J=8.3, 2.0 Hz, H-
3),3.76 (3H, s, CH;-9).

General Method for the Oxidation of Hydroxycarbazoles with
Frémy’s Salt An aqueous solution (20ml) of Frémy’s salt (0.37g,
1.37 mmol) and potassium dihydrogen orthophosphate (0.02 g, 0.15 mmol)
was added to a solution of hydroxycarbazole 1, 2 or 6 (0.55 mmol) in ace-
tone (20ml). The reaction mixture was stirred at room temperature for
30 min, extracted with CH,Cl,, dried over Na,SO, and concentrated under
vacuum.

1,2-Dihydrocarbazole-1,2(9H)-dione (3) The quinone 3 was obtained
from hydroxycarbazole 1. The crude mixture was purified by column chro-
matography on silica gel using CH,ClL,/MeOH (95:5) as the eluent. Com-
pound 3 was obtained as a dark green solid in 64% yield (ref. 11, 83%), mp
181°C (ref. 11, 178°C). IR (KBr) cm % 3260, 1665, 1640. 'H-NMR
(DMSO-dy) d: 12.61 (1H, s, NH), 7.87 (2H, m, H-4, H-5), 7.43—7.18 (3H,
m, H-6, H-7, H-8), 5.97 (1H, d, J=9.9 Hz, H-3).

9-Methyl-1,2-dihydrocarbazole-1,2(9H)-dione (4) The quinone 4 was
obtained from hydroxycarbazole 2. The crude mixture was purified by col-
umn chromatography on silica gel using CH,Cl, as the eluent. Compound 4
was obtained as a dark green solid in 42% yield, mp 177°C. IR (KBr) cm ™'
1670, 1640. '"H-NMR (DMSO-d,) &: 7.90 (2H, m, H-4, H-5), 7.59 (1H, d,
J=8.7Hz, H-8), 7.45 (1H, m, H-6 or H-7), 7.26 (1H, m, H-6 or H-7), 6.01
(1H, d, J=9.8Hz, H-3), 4.01 (3H, s, CH;-9). "C-NMR (DMSO-d,) &:
182.7, 172.4, 141.2, 138.2, 131.2, 128.6, 123.9, 123.8, 123.3, 121.9, 112.7,
32.6. HR-MS m/z: 211.0630 (Calcd for C;H,NO,: 211.0633).

3-Hydroxy-9-ethyl-9H-carbazole (6) A solution of 3-amino-9-ethyl-
carbazole 5 (1g, 4.76mmol), ice (3 g) and concentrated H,SO, (1 ml) in
water (1.5ml) was stirred at 0°C. Then, a cooled solution of NaNO,
(0.391 g, 5.11 mmol) in water (1 ml) was added dropwise and the stirring
was continued for 10 min. The resulting mixture was added to acidic aque-
ous solution (3ml of concentrated H,SO, in 2.5ml of water) heated at re-
flux. After 5 min the reaction mixture was poured into ice water (30 ml), ex-
tracted with CH,Cl, and dried with Na,SO,. After removing the solvent
under vacuum, the crude product was purified by column chromatography
on silica gel with CH,Cl, as the eluent. Compound 6 was obtained as a beige
solid in 15% yield, mp 106 °C. TR (KBr) cm™': 3300. '"H-NMR (CDCl;) &:
8.03 (1H, d, J=7.7, 1.1 Hz, H-5), 7.54 (1H, d, /=2.3 Hz, H-4), 7.47 (1H, td,
J=8.3, 1.1 Hz, H-7), 7.38 (1H, d, /=8.3 Hz, H-8), 7.27 (1H, d, /=8.7 Hz, H-
1), 7.19 (1H, td, J/=7.7, 1.1 Hz, H-6), 7.04 (1H, dd, J=8.7, 2.3 Hz, H-2),
4.85 (1H, s, OH), 4.33 (2H, q, J=7.3Hz, CH,CH,), 1.42 (3H, t, J=7.3 Hz,
CH,CH,). Anal. Caled for C,H;;NO-0.4H,0: C, 76.97; H, 6.37; N, 6.41.
Found: C, 77.16; H, 6.40; N, 6.23.

9-Ethyl-3,4-dihydrocarbazole-3,4(9H)-dione (7) The quinone 7 was
obtained from hydroxycarbazole 6 by oxidation with Frémy’s salt according
to the general method described above. The crude mixture was purified by
column chromatography on silica gel using CH,Cl,/MeOH (99.5:0.5) as the
eluent. Compound 7 was obtained as a red solid in 50% yield, mp 195 °C. IR
(KBr) cm™': 1670, 1640. 'TH-NMR (CDCl,) §: 8.09 (1H, m, H-5), 7.31—
7.15 (4H, m, H-1, H-6, H-7, H-8), 6.16 (1H, d, J=10.2Hz, H-2), 4.14 (2H,
q, J=74Hz, CH,CH,), 143 (3H, t, J=7.4Hz, CH,CH,). “C-NMR
(DMSO-dy) 6: 184.7,173.2, 143.9, 138.4, 131.9, 129.5, 126.3, 125.6, 125.5,
121.6, 113.5, 113.1, 39.3, 16.7. Anal. Caled for C,,H;,NO,-0.3H,0: C,
72.90; H, 5.07; N, 6.07. Found: C, 72.81; H, 4.90; N, 6.07.
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Oxidation of 3-Amino-9-ethylcarbazole 5 with Frémy’s Salt An
aqueous solution (200 ml) of Frémy’s salt (3.2 g, 11.9 mmol) and potassium
dihydrogen orthophosphate (0.16 g, 1.19 mmol) was added to a solution of
aminocarbazole 5 (1g, 4.76 mmol) in acetone (200 ml). The reaction mix-
ture was stirred at room temperature for 1h, extracted with CH,Cl,, dried
over MgSO, and concentrated under vacuum. The crude residue was purified
by column chromatography on silica gel using CH;COOEt/Petroleum ether
(20: 80) as the eluent to give compounds 12 and 13.

3-Amino-9-ethyl-1-[(9-ethyl-9H-carbazol-3-yl)imino]-1,9-dihydro-4 H-
carbazol-4-one (12) Compound 12 was obtained as a dark red solid in
10% yield, mp 236°C. IR (KBr) cm™': 3460, 3360, 1635, 1595. 'H-NMR
(DMSO-dy) 6: 8.19 (2H, d, J=7.4Hz, H), 7.77 (1H, d, J=7.4 Hz), 7.76 (1H,
s, H-4"), 7.68 (1H, d, J=8.5Hz), 7.62 (1H, d, J=8.5Hz), 7.49—7.33 (3H,
m), 7.21—7.13 (2H, m), 6.34 (2H, brs, NH,), 5.93 (1H, s, H-2), 4.96 (2H, q,
J=7.0Hz, CH,CH,), 448 (2H, q, J=7.0Hz, CH,CH;), 145 (3H, t,
J=7.0Hz, CH,CH,), 1.36 (3H, t, J=7.0Hz, CH,CH,). 4nal. Calcd for
C,sH,,N,0-0.4H,0: C, 76.48; H, 5.68; N, 12.74. Found: C, 76.51; H, 5.73;
N, 12.59.

3-Amino-9-ethyl-1-[(9-ethyl-4-hydroxy-9H-carbazol-3-yl)imino]-1,9-
dihydro-4H-carbazol-4-one (13) Compound 13 was obtained as a dark
blue solid in 30% yield, mp 248 °C. IR (KBr) cm™': 3500, 3380, 1625, 1585,
1550. '"H-NMR (DMSO-d,) &: 9 (1H, s, OH), 8.26 (1H, d, J=7.4 Hz), 8.19
(1H, d, J=7.4Hz), 7.75 (1H, d, J=8.1 Hz), 7.57 (1H, d, J=8.1 Hz), 7.44—
7.32 (3H, m), 7.19 (1H, m), 7.14 (1H, d, J=8.5Hz), 7.01 (1H, d, J=8.5Hz),
6.32 (2H, brs, NH,), 6.04 (1H, s, H-2), 5.03 (2H, q, J=7.0Hz, CH,CH,),
4.42 (2H, q, J=7.4Hz, CH,CH,), 1.41 (3H, t, J=7.4Hz, CH,CH,), 1.35
(3H, t, J=7.0Hz, CH,CH;). FAB-MS m/z 449 (M+H)". Anal. Caled for
C,H,,N,0,-0.4H,0: C, 73.79; H, 5.49; N, 12.29. Found: C, 73.87; H, 5.41;
N, 12.36.

Benzo[c|carbazole-5,6(7H)-dione (15) 1-Acetoxy-1,3-butadiene 14
(0.503 g, 4.5 mmol) in dry THF (1 ml) was added dropwise to a solution of
carbazoledione 3 (0.3 g, 1.52 mmol) in 14 ml of the same solvent. The reac-
tion mixture was stirred at reflux for 15h. The solvent was evaporated off to
afford a residue which was purified by column chromatography on silica gel
with CH,Cl,/MeOH (95:5) as the eluent to give compound 15 as a black
solid in 56% yield, mp >300°C. IR (KBr) ecm™': 3320, 1710, 1680. 'H-
NMR (CDCly) &: 12.4 (1H, s, NH), 8.29 (1H, d, /=83 Hz), 8.18 (1H, d,
J=7.6Hz), 7.89 (1H, dd, J/=7.5, 1.3Hz), 7.68 (1H, td, /=7.6, 1.3 Hz), 7.44
(2H, m), 7.34 (1H, td, J=7.5, 1.0Hz), 7.25 (1H, td, J=6.6, 1.5Hz). “C-
NMR (DMSO-dy) 6: 181.5, 172.3, 141.0, 136.4, 135.7, 132.9, 130.6, 130.5,
128.5, 127.9, 125.6, 123.9, 123.8, 123.3, 122.2, 114.7. Anal. Calcd for
C,,H,NO,-0.3 H,0: C, 76.06; H, 3.83; N, 5.54. Found: C, 76.38; H, 4.05; N,
5.55.

11-Ethylbenzo[a]carbazole-5,6(11H)-dione (16) Synthesis of com-
pound 16 was performed starting from 7 following the procedure used for
15. Compound 16 was purified by column chromatography on silica gel with
CH,Cl,/MeOH (98 :2) as the eluent and obtained as an orange solid in 35%
yield, mp 255°C. IR (KBr) ecm™': 1690, 1630. '"H-NMR (CDCl;) &: 8.30
(1H, dd, J=6.6, 1.8Hz), 8.16 (1H, dd, J=7.6, 1.0Hz), 7.80 (1H, d,
J=7.9Hz), 7.68 (1H, td, J=7.6, 1.3 Hz), 7.46 (1H, t, J=7.4 Hz), 7.40—7.28
(3H, m), 4.59 (2H, q, J=7.3 Hz, CH,CH,), 1.69 (3H, t, /=7.3 Hz, CH,CH,).
BC-NMR (DMSO-d,) &: 182.4, 174.5, 151.3, 143.6, 139.7, 136.3, 132.1,
131.2, 130.8, 129.9, 125.9, 125.82, 125.2, 121.9, 115.1, 112.4, 41.5, 15.6.
Anal. Caled for C;iH;NO,-0.25H,0: C, 77.26; H, 4.86; N, 5.00. Found: C,
77.31; H, 4.80; N, 4.78.

1,4,4a,11c-Tetrahydro-1,4-methanobenzo[c]carbazole-5,6(7H)-dione
(18) Freshly distilled cyclopentadiene 17 (1.05g, 15.9 mmol) was added
dropwise to a solution of the carbazoledione 3 (1g, 5.3 mmol) in CH,CI,
(40 ml) stirred and cooled at —10°C. The stirring was continued for 5h at
—10°C then for 12h at room temperature. The solution was concentrated
under vacuum and the resulting residue was chromatographed on silica gel
using CH,CL,/MeOH (97 : 3) as the eluent. Compound 18 was obtained as a
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yellow solid in 49% yield, mp 182 °C. IR (KBr) cm™': 3260 1700, 1640. 'H-
NMR (CDCL,) 6: 8.9 (1H, s, NH), 7.87 (1H, d, /=7.9 Hz, H-11), 7.55—7.20
(3H, m, H-8, H-9, H-10), 6.1 (1H, t, J=5.3, 3.0 Hz, H-2 or H-3), 5.58 (1H, t,
J=5.3,3.0Hz, H-2 or H-3), 4.1 (1H, dd, J/=7.2, 3.8 Hz, H-11c), 3.59 (2H, s,
H-1, H-4), 3.42 (1H, dd, J=7.2, 3.8 Hz, H-4a), 1.71 (2H, s, H-12). *C-NMR
(DMSO-dy) 6: 199.1, 172.2, 140.8, 136.3, 135.2, 134.9, 129.4, 126.1, 124.6,
123.4, 1214, 1139, 51.5, 49.8, 49.1, 48.2, 37.4. Anal. Calcd for
C;H;5NO,-0.7H,0: C, 74.00; H, 5.26; N, 5.07. Found: C, 73.98; H, 4.89;
N, 5.23.

11-Ethyl-1,4-dihydro-1,4-methanobenzo[a]carbazole-5,6(11H)-dione
(19) Freshly distilled cyclopentadiene 17 (0.4g, 6.06 mmol) was added
dropwise to a solution of the carbazoledione 7 (0.15g, 0.67mmol) in
CH,Cl, (6 ml) stirred and cooled at 0 °C. The stirring was continued for 6 h
at 0 °C. Then, 1.5 g of SiO, was added and the reaction mixture was stirred
for 48h at 40 °C. The mixture was filtered and SiO, washed with CH,Cl,.
The combined filtrates were concentrated under vacuum. Column chro-
matography of the residue, eluting with a mixture of CH,Cl,/MeOH (98 :2)
gave compound 19 as a dark green solid in 26% yield, mp 191 °C (decomp.).
IR (KBr) cm™': 1625. '"H-NMR (CDCl,) &: 8.15 (1H, m, J=7.9, 1.1 Hz, H-
7), 7.34—7.25 (3H, m, H-8, H-9, H-10), 6.96 (1H, dd, J=4.9, 3.2 Hz, H-2 or
H-3), 6.82 (1H, dd, J=4.9, 3.2Hz, H-2 or H-3), 445 (2H, q, J=7.4Hz,
CH,CHj,), 4.33 (1H, s, H-1 or H-4), 4.16 (1H, s, H-1 or H-4), 2.36 (2H, m,
H-12), 1.58 (3H, t, J=7.4Hz, CH,CH,). "C-NMR (DMSO-d;) §: 178.6,
176.4, 160.9, 151.4, 151.2, 144.4, 141.2, 138.8, 126.8, 125.6, 125.3, 121.2,
112.7, 111.3, 71.0, 52.3, 47.8, 17.1. Anal. Calcd for C,,H;sNO,-0.5 H,0: C,
76.49; H, 5.41; N, 4.69. Found: C, 76.56; H, 5.29; N, 4.67.
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REGIOSELECTIVITY IN THE 13-DIPOLAR CYCLOADDITION
REACTIONS OF NITRILE OXIDES AND ORGANIC AZIDES WITH
BROMOCARBAZOLE-1,4-DIONES
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Abstract — The effect exerted by the presence of a bromine atom in 2 or 3 position
of a carbazole-1,4-dione on the regiocontrol of 1,3-dipolar cycloaddition reactions
with nitrile oxides and organic azides was investigated. Comparison with the
results obtained with 2,3-unsubstituted-carbazole-1,4-dione shows that bromine
substituents on para-carbazolequinones effectively orient the 1,3-dipolar
cycloadditions. The regiochemistry observed may be explained by the orienting

effect of the bromine atom independently of the values of the orbital coefficients.

INTRODUCTION

As part of our investigations on the biological properties of aryl- and heteroaryl-condensed
carbazolequinones, we have recently reported the synthesis of pyrido- and benzo-derivatives by
Diels-Alder reaction of tricyclic carbazolediones with some azadienes® and carbodienes.* We have
particularly studied the orienting effect of bromine atom in [4+2] cycloaddition of 2- or
3-bromocarbazole-1,4-dione with an azadiene. This reaction provided regioselectively the isomer in
which the nitrogen atom of the azadiene was delivered at the brominated carbon of quinone. In
continuation of this work, we planned to synthesize a series of isoxazolo- and triazolocarbazolequinone
derivatives by the 1,3-dipolar cycloaddition reaction of carbazole-1,4-diones with nitrile oxides and
azides respectively, and to investigate the orienting effect of bromine atom in this reaction. To date, few

5-12

reports dealing with the 1,3-dipolar cycloaddition of quinones with nitrile oxides®™ and organic

azides®*'® have been reported in the literature and only one has described the regiocontrol effect of
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bromine substituent on naphthoquinones in the reaction with nitrile oxides.*? In this case, only the
regioisomer in which the oxygen atom of nitrile oxide was linked to the brominated carbon of quinone
was obtained.

In this work, we wish to report our results from a related study of the 1,3-dipolar cycloaddition reactions
of unbrominated carbazolequinone (1a) and bromocarbazolequinones (1b) and (1c) towards both nitrile
oxides (2a) and (2b) and organic azides (5a) and (5b).

RESULTS AND DISCUSSION

Quinone (la) was obtained starting from the commercially available 4-hydroxycarbazole by a
chemoselective N-alkylation followed by oxidation with Frémy’s salt. Bromoquinones (1b) and (1c) were
prepared from the N-alkylated compound respectively by oxidation/bromination or by
bromination/oxidation, according to the procedure which we have reported in a previous paper.’ Nitrile
oxides (2a) and (2b) were synthesized by dehydrogenation of the corresponding aldoximes with sodium
hypochlorite.® Organic azides (5a) and (5b) can be prepared from the corresponding bromide or chloride
by reaction with sodium azide in ethanol.?°

Cycloaddition of carbazolequinones (1a), (1b) and (1c) with nitrile oxides (2a) and (2b):

The reaction of quinone (1a) (Scheme 1) with nitrile oxide (2a) in THF at room temperature affords a
48% vyield of a mixture of the regioisomeric adducts (3a) and (4a) in approximately equal proportions. In
this case, the primary cycloadducts are not observed, certainly due to a rapid oxidation with 1la. The
reaction with nitrile oxide (2b) requires the presence of basic Al,O3 to give a 1:1 mixture of the
regioisomeric compounds (3b) and (4b) in 50% overall yield. In absence of basic Al,Os, this reaction

leads to a mixture of 3b and 4b plus the corresponding primary cycloadducts.

0 0 A
& o e ()
] 4 Ao T T
Et o 2a: Ar= @ Et o
1a Me 3a (24%) 4a (24%)
2b: Ar= <\L_/ﬁ 3b (25%) 4b (25%)

Scheme 1. Reaction of carbazolequinone (1a) with nitrile oxides (2a) and (2b).

In order to obtain the regioselective formation of the isoxazolocarbazolequinones (3) and (4), we turn our
attention to the use of the 2- and 3- bromocarbazolequinones (1b) and (1c) in accordance with our study

of the orienting effect of bromine in Diels-Alder cycloadditions (Scheme 2).
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The reaction of 1b with nitrile oxides (2a) and (2b) in THF at room temperature gave selectively 3a and
3b in 48 and 57% vyields, respectively. In similar conditions, 3-bromocarbazolequinone (1c) reacted with
2a and 2b to give selectively 4a and 4b in 63 and 35% yields, respectively. The orienting effect of
bromine atom in these reactions agrees with results reported by Behar and co-workers.*

o}
O ‘ 7 N\ Br
o A N B 07N 0

Et O ND Et O o
‘ N 1b a 1c ‘ N
N o THF, rt Ar THF, rt N 7
Et 0O 2a Et o A

3a (48%) 2b 4a (63%)

3b (57%) 4b (35%)

Scheme 2. Reaction of bromocarbazolequinones (1b) and (1c) with nitrile oxides (2a) and (2b).

Concerning the reactive site of quinones in the 1,3-dipolar cycloaddition with nitrile oxides, it has been
reported®’ that quinones have two kinds of potentially reactive sites. One is the carbon-oxygen double
bond and the other is the carbon-carbon double bond. In our case, only the C=C cycloaddition reactions
have been observed.

Proofs of the regiochemistry were made by *H-NMR NOE 1D experiments performed on isomers (3b)
and (4b) (Figure 1). In the case of 3b, an irradiation at 8.12 ppm (H-3’) gives two responses: one on H-4’
(7.81 ppm) and the other one on H-5 (8.36 ppm). Then, irradiation of the methyl signal at 1.52 ppm
affords two responses: one on the CH, of the ethyl group (4.73 ppm) and the other one on H-8 (7.48 ppm).
On the other hand, irradiation of the methyl signal (1.47 ppm) of compound (4b) gives four responses:
one on H-6 (7.47 ppm), the second on the CH; of the ethyl group (4.70 ppm), the third one on H-3" (7.88
ppm) and the fourth one on the CH3-6" (2.71 ppm).

Figure 1. '"H-NMR NOE 1D experiments
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Moreover, IR spectra of the regioisomers (3a) and (3b) formed from the 2-bromocarbazolequinone (1b),
show two absorption bands for the carbonyl groups while in the regioisomers (4a) and (4b) formed from
the 3-bromocarbazolequinone (1c), the latter are not differentiated.

In order to better understand the regiochemistry of the [3+2] cycloaddition of quinones (1a), (1b) and (1c)
towards nitrile oxides (2a) and (2b), we used Frontier Molecular Orbital theory and calculations of the
respective LUMO and HOMO energy levels and orbital coefficients were carried out at the B3LYP
theory level using the Gaussian 98 program.?! Thus, the values given in Table 1 indicated that the energy
difference between the LUMO of quinones and the HOMO of nitrile oxides is smaller than that between
the HOMO of quinones and LUMO of nitrile oxides. This result suggests that the HOMO (nitrile
oxide)-LUMO (quinone) interaction is the governing factor of this reaction. On the other hand, the values
given in Table 2 indicated that the larger orbital coefficients were located at C-3 for quinones (1a), (1b)
and (1c) while they are at the oxygen atom for the nitrile oxides (2a) and (2b).

Table 1. Energy levels [eV] of FMO of carbazolequinones (1a-c) and nitrile oxides (2a,b).
Carbazolequinones HOMO LUMO

la - 6.065 - 3.087
1b -6.201 - 3.299
1c -6.201 -3.281
2a - 6.338 -1.313
2b - 6.650 -1.614

Table 2. Orbital coefficients of carbazolequinones (LUMO) and nitrile oxides (HOMO).

Carbazolequinones (LUMO) C-2 C-3
la 0.185 0.221
1b 0.194 0.216
1c 0.181 0.234
Nitrile oxides (HOMO) Carbon atom Oxygen atom
2a 0.272 0.419
2b 0.288 0.426

The regiochemistry observed in the cycloaddition between 2-bromoquinone (1b) and nitrile oxides (2a)
and (2b) can not be explained by the values of the orbital coefficients but by the orienting effect of the
bromine atom. Indeed the oxygen atom of nitrile oxides attacks preferentially at C-2 of 1b. For

3-bromoquinone (1c), both the values of the orbital coefficients and the regiocontrol effect of the bromine
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atom orientate the cycloaddition to the formation of regioisomers (4a) or (4b) in which the oxygen atom
of nitrile oxides was linked to the brominated carbon of quinone (C-3).

Cycloaddition of carbazolequinones (1a), (1b) and (1c) with organic azides (5a) and (5b):

The unbrominated carbazolequinone (1a) reacted with an excess of benzyl azide (5a) in ethanol at room
temperature to afford a mixture of the two possible isomeric products (6a) and (7a) in 55 and 13% yield,
respectively. On the other hand, treatment of 1a with an excess of 4-methoxybenzyl azide (5b) in similar

conditions, gave regioisomers (6b) and (7b) in 20 and 7% yield, respectively (Scheme 3).

o] O R O
— + ! N
oo o .— EtOH O N\ 0 &
oy - it =2 Q. Qe
/
Et e} Et 0 Et o) R
1a 5a:R= ( )-CH 6a (55%) 7a (13%)
5b : R =MeO~(_)-CH, 6b (20%) 7b (7%)

Scheme 3. Reaction of carbazolequinone (1a) with azides (5a) and (5b).

When 2-bromocarbazolequinone (1b) was treated with azides (5a) or (5b) in acetonitrile at room
temperature, we obtained the only regioisomers (6a) or (6b) in 50 and 43% vyield, respectively.
Alternatively, treatment of 3-bromocarbazolequinone (1c) with azides (5a) or (5b) in ethanol at room
temperature gave a mixture of regioisomeric compounds (6a) (23%) and (7a) (51%) or (6b) (17%) and
(7b) (31%) (Scheme 4).

, Et © Et O 6a (23%)
N - + 0

\ 1b oo oo 1c 6b (17%)
N R-N-N=N <

N N CH3CN . hd EtOH (@)
E o rt " NN\
6a (50%) 5a: R= <i>c:H2 %{L N
N N
6b (43%) 5b: R :MeO@CHZ EE o R
7a (51%)
- 7b (31%)

Scheme 4. Reaction of bromocarbazolequinones (1b) and (1c) with azides (5a) and (5b).
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For the regiochemistry assignment, we used the 2D *H-**C HMBC correlations for 6b and 7b (Figure 2).
In the case of 6b, “J couplings were observed between C-4 and H of CH, of the ethyl group and between
C-10 and H of CH, of the methoxybenzyl group. In the case of 7b, both H of CH, of the ethyl group and
H of CH, of the methoxybenzyl group had “J couplings with C-4.

HCO
o)
/ 9\ 10
0 : \
(- KT BN
N N N
5 LN U
N N 2 ?
HC! o
CH,
6b 7b  H,CO

Figure 2. 2D *H-*C HMBC correlations

Moreover, IR spectra of the regioisomers (6a) and (6b) formed from the 2-bromocarbazolequinone (1b),
show two absorption bands for the carbonyl groups while in the regioisomers (7a) and (7b) formed in a
majority from the 3-bromocarbazolequinone (1c), the latter are not differentiated.

The respective LUMO and HOMO energy levels of carbazolequinones (1a), (1b) and (1c) given in Table
1 and LUMO and HOMO energy levels of azides (5a) and (5b) given in Table 3 indicated that the
HOMO (azide)-LUMO (quinone) interaction is the governing factor of this reaction. On the other hand,
the values of the orbital coefficients of azides given in Table 4 indicated that the larger orbital coefficients

were located at N-1 of 5a and 5b.

Table 3. Energy levels [eV] of FMO of azides (5a) and (5b).

Azides HOMO LUMO
5a - 6.822 - 0.827
5b - 6.058 -0.724

Table 4. Orbital coefficients of azides (HOMO).

Azides
N-1° N-3°
(HOMO)
5a 0.393 0.327
5b 0.075 0.048

- +
8 R—-N—N=N
1 3
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The regiochemistry observed in the cycloaddition of quinone (1a) and 2-bromoquinone (1b) with azides
(5a) and (5b) agrees with the calculations. Indeed, N-1 of azides attacks at C-3 of quinones to give
preferentially or exclusively regioisomers (6a) and (6b). But, in the case of 3-bromoquinone (1c), N-1 of

azides adds preferentially to the unbrominated carbon C-2 of this quinone.

CONCLUSION

We have reported the regioselective  synthesis of isoxazolocarbazolequinone  and
triazolocarbazolequinone derivatives by 1,3-dipolar cycloaddition reactions of bromocarbazolequinones
respectively with nitrile oxides and azides. The regiochemistry observed in these reactions may be
explained by the orienting effect of the bromine atom independently of the values of the orbital
coefficients. Cycloadditions with nitrile oxides provide exclusively the regioisomers in which the oxygen
atom was linked to the brominated carbon of the carbazolequinone. In the case of azides, we obtained
preferentially or exclusively the regioisomers in which the N-1 atom was linked to the unbrominated
carbon of the carbazolequinone. The regiochemistry obtained was unambiguously confirmed by *H-NMR
NOE experiments and 2D *H-"*C HMBC correlations.

EXPERIMENTAL SECTION

1. General: Melting points were measured with a Biichi apparatus (capillary tube). The IR spectra were
recorded with a Perkin-Elmer 1310 spectrophotometer. The NMR spectra were recorded with a Bruker
AM 300 spectrometer (*H-NMR: 300 MHz, **C-NMR: 75 MHz). Chemical shifts (&) are reported in ppm
using tetramethylsilane (TMS) as an internal reference. Coupling constant (J) values are given in Hz.
Elemental analyses were performed at the Centre de Microanalyse du CNRS at Solaize, France.
Calculations of the LUMO and HOMO energy and orbital coefficients were carried out at the B3LYP

theory level using the Gaussian 98 program.

2. General procedure for the preparation of nitrile oxides (2a) and (2b) from aldoximes: A mixture
of benzaldehyde oxime (539 mg, 4.45 mmol) or 6-methylpyridine carbaldehyde oxime (605 mg, 4.45
mmol) and 13% aqueous solution of sodium hypochlorite (6 mL) in THF (6 mL) was stirred for 15

minutes at room temperature and the resulting green solution of 2a or 2b was dried with Na,SO,.

3. [3+2]-Cycloadditions of nitrile oxides to carbazolequinones:

3.1. 9-Ethyl-3-phenylisoxazolo[5,4-b]carbazole-4,10(9H)-dione (3a): The solution of nitrile oxide (2a)
prepared above was added dropwise to a stirred solution of 2-bromocarbazolequinone (1b) (152 mg, 0.5
mmol) in THF (10 mL). Stirring was maintained for 3 days at rt. The reaction mixture was evaporated to

dryness in vacuum and the resultant product was taken up in Et;O to give a red precipitate of 3a which
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was purified by column chromatography on silica gel with CH,Cl,/petroleum ether (1:1) as the eluent. It
was obtained in 64% yield (110 mg). mp 244 °C. IR (KBr): 1673, 1658 cm™. *H NMR (300 MHz,
CDCls): & ppm 1.52 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CH3), 4.74 (g, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CHs), 7.39 (m, 1H, 6-H),
7.48 (m, 2H, 7-H and 8-H), 7.55 (m, 3H, Ar-H), 8.18 (m, 2H, Ar-H), 8.38 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 5-H). *C
NMR (75 MHz, CDCls): 6 ppm 15.61, 40.92, 111.47, 119.42, 120.44, 124.19, 124.70, 125.72, 126.97,
128.41, 129.01 (2C), 129.98 (2C), 131.47, 132.92, 140.26, 161.15, 167.43, 168.20, 177.24. Anal. Calcd
for C21H14N203. 0.5 H,0 (351.36): C 71.79, H 4.30, N 7.97. Found: C 71.64, H 4.20, N 7.86.

3.2. 5-Ethyl-3-phenylisoxazolo[4,5-b]carbazole-4,10(5H)-dione (4a): The solution of nitrile oxide (2a)
prepared above was added dropwise to a stirred solution of 3-bromocarbazolequinone (1c¢) (152 mg, 0.5
mmol) in THF (10 mL). Stirring was maintained for 3 days at rt. The reaction mixture was evaporated to
dryness in vacuum and the resultant product was taken up in Et,O to give a red precipitate of 4a which
was purified by column chromatography on silica gel with EtOAc/petroleum ether (3:1) as the eluent. It
was obtained in 69% yield (118 mg). mp 241 °C. IR (KBr): 1667 cm™. 'H NMR (300 MHz, CDCls): &
ppm 1.47 (t,J = 7.1 Hz, 3H, CH,CH3), 4.73 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,CH3), 7.42 (m, 1H, 8-H), 7.48 (m, 2H,
6-H and 7-H), 7.56 (m, 3H, Ar-H), 8.09 (m, 2H, Ar-H), 8.37 (d, J = 7.1 Hz, 1H, 9-H) ppm. *C NMR (75
MHz, CDCl3): & ppm 15.50, 40.98, 111.66, 117.72, 118.00, 123.79, 124.100, 126.008, 126.90, 127.81,
129.02 (2C), 129.75 (2C), 131.50, 135.73, 139.57, 161.00, 168.724, 170.50, 175.01. Anal. Calcd for
C21H14N203. 0.1 H,0 (344.15): C 73.29, H 4.16, N 8.14. Found: C 73.35, H 4.19, N 8.19.

3.3. 9-Ethyl-3-(6-methylpyridin-2-yl)isoxazolo[5,4-b]carbazole-4,10(9H)-dione (3b): The solution of
nitrile oxide (2b) prepared above was added dropwise to a stirred solution of 2-bromocarbazolequinone
(1b) (152 mg, 0.5 mmol) in THF (10 mL). Stirring was maintained for 3 days at rt. The reaction mixture
was evaporated to dryness in vacuum and the resultant product was taken up in Et,O to give a red
precipitate of 3b which was purified by column chromatography on silica gel with EtOAc/CH.Cl, (1:1)
as the eluent. It was obtained in 58% yield (103 mg). mp 224 °C. IR (KBr): 1673 cm™. *H NMR (300
MHz, CDCl3): & ppm 1.52 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CH3), 2.71 (s, 3H, 6’-CH3), 4.73 (g, J = 7.2 Hz, 2H,
CH,CHg), 7.34 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 5’-H), 7.38 (m, 1H, 6-H), 7.48 (m, 2H, 7-H and 8-H), 7.81 (t, J = 7.8
Hz, 1H, 4’-H), 8.12 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 3’-H), 8.36 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 5-H). *C NMR (75 MHz, CDCls):
o ppm 15.61, 25.09, 40.96, 111.51, 119.64, 120.43, 123.19, 124.18, 124.68, 125.56, 125.75, 128.45,
132.99, 137.35, 140.28, 146.04, 159.73, 160.55, 167.33, 168.07, 176.91. Anal. Calcd for C;H15N303. 0.1
H,0 (359.17): C 70.23, H 4.27, N 11.70. Found: C 70.24, H 4.30, N 11.66.

3.4. 5-Ethyl-3-(6-methylpyridin-2-yl)isoxazolo[4,5-b]carbazole-4,10(5H)-dione (4b): The solution of
nitrile oxide (2b) prepared above was added dropwise to a stirred solution of 3-bromocarbazolequinone
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(1c) (152 mg, 0.5 mmol) in THF (10 mL). Stirring was maintained for 3 days at rt. The reaction mixture
was evaporated to dryness in vacuum and the resultant product was purified by column chromatography
on silica gel with EtOAc/ petroleum ether (1:3) as the eluent. 4b was obtained in 35% yield (64 mg). mp
221 °C. IR (KBr): 1673 cm™. *H NMR (300 MHz, CDCls): & ppm 1.47 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CHj3), 2.71
(s, 3H, 6°-CHs), 4.70 (q, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CHs), 7.35 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 5°-H), 7.42 (m, 1H, 8-H),
7.47 (m, 2H, 6-H and 7-H), 7.80 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 4’-H), 7.88 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 3’-H), 8.34 (d, J = 7.8
Hz, 1H, 9-H). **C NMR (75 MHz, CDCls): & ppm 15.44, 25.05, 40.96, 111.68, 117.68, 118.35, 122.68,
123.74, 124.09, 125.52, 126.00, 127.79, 135.72, 137.35, 139.51, 146.07, 159.71, 160.47, 168.48, 170.30,
174.43. Anal. Calcd for Cy;H35N303. 0.3 H,O (362.77): C 69.53, H 4.33, N 11.58. Found: C 69.68, H
4.37, N 11.49.

3.5. [3+2]-Cycloaddition of nitrile oxide (2a) to carbazolequinone (1a): The solution of nitrile oxide
(2a) prepared above was added dropwise to a stirred solution of carbazolequinone (1a) (113 mg, 0.5
mmol) in THF (10 mL). Stirring was maintained for 3 days at rt. The reaction mixture was evaporated to
dryness in vacuum to yield a mixture of regioisomeric compounds (3a) and (4a) which were separated by
column chromatography on silica gel using, first CH,Cly/ petroleum ether (1:1) and then, EtOAc/
petroleum ether (3:1) as the eluent. 3a was obtained in 24% yield (41 mg) and 4a in 24% yield (41 mg).

3.6. [3+2]-Cycloaddition of nitrile oxide (2b) to carbazolequinone (1a): The solution of nitrile oxide
(2b) prepared above was added dropwise to a stirred solution of carbazolequinone (1a) (113 mg, 0.5
mmol) in THF (10 mL). Then, basic alumina (1g) was added. Stirring was maintained for 3 days at rt.
After filtration, the solvent was evaporated to yield a mixture of regioisomeric compounds (3b) and (4b)
which were separated by column chromatography on silica gel using, first EtOAc/ petroleum ether (1:3)
and then, EtOAc/ CH,Cl; (1:1) as the eluent. 3b was obtained in 25% vyield (45 mg) and 4b in 25% vyield
(45 mg).

4 General procedure for the preparation of azides (5a) and (5b): To a solution of sodium azide (480
mg, 7.38 mmol) in EtOH (50 mL) was added benzyl bromide (1130 mg, 6.61 mmol) or 4-methoxybenzyl
bromide (1330 mg, 6.61 mmol). The solution was heated at reflux for 24 h, cooled, diluted with water (40
mL) and extracted with Et,O (3 x 30 mL). The combined organic solution was dried with Na,SO4 and
concentrated to provide colourless viscous oil of benzyl or 4-methoxybenzyl azide which was used

without further purification.

4.1. 1-Benzyl-5-ethyl[1,2,3]triazolo[4,5-b]carbazole-4,10(1H,5H)-dione (6a): The benzyl azide (5a)
prepared above was added dropwise to a stirred solution of 2-bromocarbazolequinone (1b) (152 mg, 0.5
mmol) in MeCN (10 mL). Stirring was maintained for 4 days at rt. The orange reaction suspension was
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concentrated in vacuum then filtered to yield compound (6a) as an orange solid which was purified by
recristallization from EtOH. It was obtained in 50% yield (90 mg). mp 279 °C. IR (KBr): 1678, 1667,
1652 cmX. *H NMR (300 MHz, CDCls): & ppm 1.48 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH,CHs), 4.76 (g, J = 7.0 Hz, 2H,
CH,CHs), 5.98 (s, 2H, CH,), 7.35 (m, 3H), 7.46 (m, 3H), 7.53 (m, 2H), 8.33 (d, J = 7.2 Hz, 1H, 9-H). *C
NMR (75 MHz, CDCls): 6 ppm 15.51, 40.95, 53.72, 111.66, 118.00, 123.64, 124.37, 125.81, 127.72,
129.08 (2C), 129.27, 129.35 (2C), 134.65 (2C), 135.48, 139.47, 145.95, 172.67, 172.90. Anal. Calcd for
C21H16N405. 0.4 H,0 (363.59): C 69.37, H 4.66, N 15.41. Found C 69.41, H 4.44, N 15.48.

4.2. 5-Ethyl-1-(4-methoxybenzyl)[1,2,3]triazolo[4,5-b]carbazole-4,10(1H,5H)-dione  (6b):  The
4-methoxybenzyl azide (5b) prepared above was added dropwise to a stirred solution of
2-bromocarbazolequinone (1b) (152 mg, 0.5 mmol) in acetonitrile (10 mL). Stirring was maintained for 3
days at rt. The orange reaction suspension was evaporated to dryness in vacuum and the resultant product
was taken up in diethyl ether to give an orange precipitate of 6b which was filtered and purified by
column chromatography on silica gel with CH,Cl,/ petroleum ether (2:1) as the eluent. It was obtained in
43% vyield (82 mg). mp 292 °C. IR (KBr): 1679, 1668, 1655 cm™. *H NMR (300 MHz, CDCls): & ppm
1.48 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CH,CHg), 3.80 (s, 3H, OCHg), 4.76 (q, J = 6.9 Hz, 2H, CH,CHj3), 5.93 (s, 2H,
CHy), 6.90 (d, J = 8.52 Hz, 2H, Ar-H), 7.45 (m, 1H, 8-H), 7.49 (m, 2H, Ar-H), 7.52 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
Ar-H), 8.38 (d, J = 7.6 Hz, 1H, 9-H). **C NMR (75 MHz, CDCls): 8 ppm 15.37, 40.86, 53.26, 55.65,
111.55, 114.74 (2C), 118.85, 123.67, 124.45, 125.67, 126.96, 127.60, 130.58 (2C), 134.56, 135.60,
139.52, 146.01, 160.51, 172.73, 172.86. Anal. Calcd for C,H;1gN403. 0.6 H,0 (397.22): C 66.52, H 4.87,
N 14.10. Found: C 66.57, H 4.64, N 13.96.

4.3. [3+2]-Cycloadditions of benzyl azides (5a) to 3-bromocarbazolequinones (1c): The benzyl azide
(5a) prepared above was added dropwise to a stirred solution of 3-bromocarbazolequinone (1c) (152 mg,
0.5 mmol) in EtOH (5 mL). Stirring was maintained for 2 weeks at rt. The orange reaction suspension
was concentrated in vacuum then filtered to yield an orange solid of a mixture of regioisomeric
compounds (6a) and (7a) which were separated by column chromatography on silica gel with CH,CI,/
petroleum ether (1:1) as the eluent. 6a was obtained in 23% yield (40 mg) and 7a in 51% yield (90 mg).

3-Benzyl-5-ethyl[1,2,3]triazolo[4,5-b]carbazole-4,10(3H,5H)-dione (7a): mp 273 °C. IR (KBr): 1666
cm™. 'H NMR (300 MHz, CDCl3): & ppm 1.48 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CHs), 4.67 (g, J = 7.2 Hz, 2H,
CH,CH3), 5.94 (s, 2H, CH,), 7.51 (m, 2H, Ar-H), 7.60 (m, 6H, Ar-H), 8.40 (dd, J = 7.9 Hz and J = 1.1 Hz,
1H, 9-H). *C NMR (75 MHz, CDCls): & ppm 15.56, 40.84, 53.93, 111.25, 119.97, 124.42 (2C), 125.57,
128.24, 128.96 (2C), 129.33, 129.38 (2C), 133.56, 133.95, 134.48, 139.96, 147.12, 170.41, 175.44. Anal.
Calcd for C51H16N4O,. 0.2 H,0 (359.99): C 70.07, H 4.59, N 15.56. Found: C 70.10, H 4.42, N 15.55.
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4.4. [3+2]-Cycloadditions of 4-methoxybenzyl azides (5b) to 3-bromocarbazolequinones (1c): The
4-methoxybenzyl azide (5b) prepared above was added dropwise to a stirred solution of
3-bromocarbazolequinone (1c) (152 mg, 0.5 mmol) in ethanol (5 mL). Stirring was maintained for 10
days at rt. The orange reaction mixture was evaporated to dryness in vacuum and the resultant product
was taken up in Et,O then filtered to give an orange precipitate of a mixture of regioisomeric compounds
(6b) and (7b) which were separated by column chromatography on silica gel with CH,Cl,/ petroleum
ether (2:1) as the eluent. 6b was obtained in 17% yield (30 mg) and 7b in 30% yield (53 mg).

5-Ethyl-3-(4-methoxybenzyl)[1,2,3]triazolo[4,5-b]carbazole-4,10(3H,5H)-dione (7b): mp 270 °C. IR
(KBr): 1666 cm™. *H NMR (300 MHz, CDCls): & ppm 1.49 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH,CHj3), 3.78 (s, 3H,
CHa), 4.69 (g, J = 7.2 Hz, 2H, CH,CHs), 5.88 (s, 2H, CH,), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H), 7.35 (m, 1H,
Ar-H), 7.42 (m, 2H, Ar-H), 7.46 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Ar-H), 8.43 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 9-H). *C NMR (75
MHz, CDCls): & ppm 15.33, 40.58, 53.25, 55.46, 110.98, 114.42 (2C), 119.75, 124.21 (2C), 125.32,
126.40, 127.98, 130.31 (2C), 133.16, 133.75, 139.72, 146.92, 160.20, 170.26, 175.24. HRMS: calcd. for
C22H18N403 386.1379; found 386.13736.

4.5. [3+2]-Cycloaddition of azide (5a) to carbazolequinone (1a): The benzyl azide (5a) prepared above
was added dropwise to a stirred solution of carbazolequinone (1a) (113 mg, 0.5 mmol) in EtOH (5 mL).
Stirring was maintained for 2 weeks at rt. The orange reaction suspension was concentrated in vacuum
then filtered to yield a mixture of regioisomeric compounds (6a) and (7a) which were separated by
column chromatography on silica gel with CH,Cl,/ petroleum ether (1:1) as the eluent. 6a was obtained in
55% yield (98 mg) and 7a in 13% yield (23 mg).

4.6. [3+2]-Cycloaddition of azide (5b) to carbazolequinone (1a): The 4-methoxybenzyl azide (5b)
prepared above was added dropwise to a stirred solution of carbazolequinone (1a) (113 mg, 0.5 mmol) in
ethanol (5 mL). Stirring was maintained for 2 weeks at rt. The orange reaction mixture was evaporated to
dryness in vacuum and the resultant product was taken up in Et,O then filtered to give an orange
precipitate of a mixture of regioisomeric compounds (6b) and (7b) which were separated by column
chromatography on silica gel with CH,Cl,/ petroleum ether (2:1) as the eluent. 6b was obtained in 20%
yield (39 mg) and 7b in 7% yield (14 mg).
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RESUME en francais

La toxoplasmose est une anthropozoonose ubiquita@itessée paioxoplasma gondii. Malgré de
nombreuses recherches, l'arsenal thérapeutique test restreint. L'objectif des travaux présentés
dans ce mémoire est la synthése de carbazoleqgimyi@valuation de leur efficacité stir gondii.

Les carbazolequinones naturelles comme les catotbe ont des propriétés antiparasitaires et
cytotoxigues. La syntheése dgara- et ortho-quinones de type benzo-, isoxazolo- et triazolo-
carbazolequinones a été réalisée par applicatismédetions de cycloaddition [4+2] ou 1,3-dipolgire
régiosélectives. La stratégie de synthese a pdetidipolarophiles monobromés permet en effet,
d’accéder sélectivement au régioisomére souhags.altributions de structure des régiosiomeres ont
été confirmées par RMNH NOE et par une étude des corrélatidhs-*C HMBC. Concernant
I'évaluation biologiquein vitro, les composés inhibent la croissance Tdegondii comme la
sulfadiazine et la pyriméthamine, avec une cytaitkisur les cellules myélomonocytiques THP1.
Aucun des composeés synthétisés n’inhibent la PNByree clé de la voie de sauvetage des purines,
seule voie d’acces pour le parasite aux basesumgid.'inhibition de la croissance de gondii par

nos composeés n’est pas liée directement liée lilbition de la PNP.

TITRE en anglais
New hetetocyclic quinones synthesis by Diels-Alded 1,3-dipolar cycloaddition In vitro assessment
of the activity againstoxoplasma gondii.

RESUME en anglais

Toxoplasmosis is an ubiquitous anthropozoonosisdad byToxoplasma gondii. Despite of several
researchs, the whole stock of drugs remain restticThe aim of the works in this report is the
synthesis of carbazolequinones and valuation afafy againsf. gondii. Natural carbazolequinones
like Calothrixines exhibit antiparasitic et cytoggic properties. The para- and ortho-quinones like
benzo-, isoxazolo- and triazolo-carbazolequinowyashesis was investigate by regioselective [4+2] or
1,3-dipolar cycloaddition. The strategy of syntesesom monobromide dipolarophile can in fact have
an access to required regioisomer with selectirtypofs of regiochemistry was made by NMR 1H
NOE and study of correlation Bii-*C HMBC. Concerning biological assessment, compoumtubit

the growth of T. gondii like sulfadiazine and pyathamine with cytotoxicity against myelomonocytic
THP1 cells. Any synthesised compounds inhibit P&, enzyme of purine salvage pathway, unique
way for the parasit to have access to puric bame inhibition of growth ofT. gondii by our
compounds isn’'t due to inhibition of PNP.
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