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Liste des abréviations utilisées

ADN : Acide Désoxyribonucléique

APC : Antigen-Presenting Cell

ARN : L'acide ribonucléique

ATP : Adénosine triphosphate

Bn : Benzyle

Boc : tert-Butoxycarbonyle

CAN : Nitrate de cérium et d'ammonium
CAR-T : Chimeric antigen receptor

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
DC ou CD : cellules dendritiques

DCM : Dichlorométhane

DDQ : 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone
DDQ : 2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone
DIBAL-H: Hydrure de diisobutylaluminium
DMAP : 4-Diméthylaminopyridine

DMF : N,N-Diméthylformamide

DMSO : Diméthylsulfoxyde

HPLC : Chromatographie liquide haute pression
IBX : Acide 2-iodoxybenzoique

ICso : Concentration d'un médicament qui est requise pour une inhibition a 50 % in vitro.
IDO : Indoléamine 2,3-dioxygénase

IL : interleukine

INF-0 ou v : interférons o ou y

IR : Infrarouge

LAH : Hydrure d'aluminium et de lithium

LAL : leucémie aiglie lymphoblastique

LE : ligand efficiencies

MVD : Molegro Virtual Docker

NaH : Hydrure de sodium

PDB : Protein Data Bank

PIDA : Diacétate d'iodobenzene



PIFA : Bis(trifluoroacetoxy)iodo benzene

PIM : 4-phenylimidazole

RMN ou NMR : Résonance Magnétique Nucléaire
RMSD : Root-Mean-Square Deviation

RX: Rayon X

Sl : systeme immunitaire

TA ou RT : Température ambiante

TBAF : Fluorure de tétra-n-butylammonium

TDO : Tryptophan 2,3-dioxygenase

TFA : Acide trifluoroacétique

THF : Tétrahydrofurane

TMSCN : Cyanure de triméthylsilyle

Treg : Lymphocyte T régulateur

Trp : tryptophane

Ts : 4-toluenesulfonyle (tosyle)

TsCI : Chlorure de 4-toluenesulfonyle

UV : Ultraviolet

VEGEF : facteur de croissance de I'endothélium vasculaire (en anglais Vascular endothelial
growth factor)
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Le cancer est une maladie de plus en plus répandue dans le monde, elle est la premiére
cause de mortalité en France devant les maladies cardio-vasculaires. Depuis une trentaine
d’années, malgré ou a cause des progres récents et continus en matiére de dépistage et de
méthodes de diagnostic permettant une détection plus précoce, le nombre de nouveaux cas est
en constante augmentation. Le cancer représente donc un réel probleme de santé publique ce
qui en fait un des principaux axes de recherche. 1l est important de mieux comprendre comment
il apparait et de mettre au point des traitements de plus en plus efficaces, adaptés a chaque
patient et entrainant moins d’effets secondaires.

Parmi les différents types de traitements disponibles a ce jour, I’immunothérapie visant a
mobiliser les défenses immunitaires du patient contre sa maladie est I’un des plus prometteurs.
En 2018, les travaux de James Allison et Tasuku Honjo, portant sur un traitement par
immunothérapie, ont d’ailleurs été récompensés par le prix Nobel de médecine. Ces résultats
ont motivé la communauté scientifique a poursuivre et intensifier les recherches dans ce
domaine, le développement de nouvelles molécules restant toujours une priorité
L’indoleamine-2,3-dioxygénase ou IDOL1 et la tryptophane-2,3-dioxygénase sont des cibles
tres étudiées en immunothérapie, il a été montré que leur inhibition devrait permettre de
stimuler 1’action du systéme immunitaire pour lutter contre les cellules cancéreuses.

Les pyrroloquinolines, avec plus d’une soixantaine de métabolites décrits a ce jour, constituent
une famille importante d’alcaloides marins, isolés pour la plupart, d’éponges ou d’ascidies.
Nombre de ses représentants ont montré des activités biologiques intéressantes dont certaines
relevent des traitements anticancéreux. Pour notre part, nous avons focalisé notre attention sur
la wakayine et les tsitsikammamines A et B qui comportent un cycle pyrrole fusionné au motif

pyrroloquinoline.

tsitsikammamine A, R{ =R, =H
tsitsikammamine B, R4y = H, R, = Me
methoxytsitsikammamine , Ry = Me, R, = H
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Récemment, la méthoxytsitsikammamine, a ét¢ décrite comme étant un bon inhibiteur d’IDO1

avec une activité inférieure au micromolaire dans un test enzymatique.

Le présent travail, a pour but d’étudier une synthése totale de la wakayine et de définir de
nouveaux inhibiteurs d’IDO1 et de TDO. Il s’articule autour de cinq parties :
Dans le premier chapitre, les différentes voies thérapeutiques utilisées actuellement dans la
lutte contre le cancer sont présentées avec un focus particulier sur I’immunothérapie et ses
cibles, dont I’'IDO1 et la TDO, puis une seconde partie est consacrée aux pyrroloquinolines :
tsitsikammamines et wakayine.
Le deuxiéme chapitre concerne la synthese totale de la wakayine, aucune n’existant a ce jour,
et notamment les différentes alternatives étudiées pour construire le motif bispyrroloquinone.
Le troisiéme chapitre traite de 1’étude in silico des interactions ligand/protéine a partir des
données relatives aux structures RX des différents complexes reportés dans la PDB, notamment
une classification structurale. Une étude de docking, basée sur les connaissances acquises et
sur des paramétrages spécifiques, a ensuite permis d’expliquer certains résultats. Cette étude
donne également des pistes intéressantes pour définir de nouvelles structures d’inhibiteurs
potentiels.

Les voies de synthese investiguées pour la synthése totale de la wakayine ont permis
d’étudier différentes séries d’inhibiteurs potentiels d’IDO1 et de TDO qui seront développées

dans le quatrieme chapitre.

R O R Nl R O R NI
2 N 72 N 7 N 72 N
Me’N 0 i Me’N o i i o i i o i
série 1 série 2 série 3 série 4

Le cinquiéme et dernier chapitre, présente les évaluations biologiques des composés décrits

dans ce travail, notamment leur capacité a inhiber les deux enzymes cibles IDO1 et TDO.
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A. Le cancer

1. Aspect sociétal?

Les cancers et les maladies apparentées représentent la premiére cause de mortalité en France
et dans les pays développés. Depuis 30 ans, malgré les progrés enregistrés sur la connaissance
des différents cancers permettant de les détecter plus précocement et de mieux les traiter, le
nombre de nouveaux cas a doublé. En 2018, on a enregistré 157 400 cas de déces consecutifs
aux cancers dont 57% d’hommes. Chez ces derniers, le cancer du poumon se situe toujours au
1*" rang devant les cancers colorectaux et de la prostate, tandis que chez les femmes, le cancer

du sein figure toujours en téte suivi de pres par le cancer du poumon et le cancer colorectal.

2. Facteurs d’impact

Differents facteurs contribuent a promouvoir le cancer (Figure 1), la fréquence est liee a
certains parametres comme 1’age, le sexe, la prédisposition génétique, le mode de vie ou
I’environnement. Parmi, ces facteurs de risque, ’alcool et le tabac sont responsables
respectivement de 8 % et 20 % des cas. De tous les cancers attribuables a la consommation
d’alcool, le cancer du sein est le plus fréquent (prés de 8000 cas) suivi du cancer colorectal, de
la cavité buccale et du pharynx, du foie, de I’cesophage et du larynx. La France se situe au
troisiéme rang de 1’Organisation de Coopération et de Développement Economique (OCDE)
en termes de consommation d’alcool pour les plus de 15 ans derriere la Lituanie et la
République Tcheéque. Le surpoids et 1’obésité constituent aussi des facteurs de risque de 12
localisations de cancers qui pourraient étre prévenus par une alimentation riche en fibres, en
fruits et Iégumes et pauvre en produits gras et sucrés, sans exces de viande ainsi qu’une pratique
réguliere d’activités sportives. Certaines études montrent aussi que la pollution ou I’exposition
répétées a des agents cancérigenes tels que I’amiante ou les phénols, ou des agressions
provoquées par des rayonnements solaires, nucléaires jouent un role essentiel dans la
promotion des cancers. On estime que 41% des nouveaux cas de cancers pourraient étre évités
si I’exposition aux facteurs de risques modifiables était optimale. La prévention et I’éducation

de la population sont donc cruciales pour infléchir les données actuelles.
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Consommation d'alcool
; ; M Fruits <300g/) Ml Fibres <25g/j B Viande transformée
Alimentation 5.4% § Viande rouge >300g/sem [ Légumes <300g/j <2 portions laitages/j
Surpoids et obésité 5.4%
A Kifestl B Papillomavirus # Helicobacter pylori Hépatite C
Cadiodoll M Hépatite B Wl Virus Epstein Barr W Virus Herpes humain 8
Expositions professionnelles
Rayonnements ultraviolets Rayonnement solaire H Cabines de bronzage
Radiations ionisantes ¥ Radon ¥ Radiations médicales (diagnostiques)
Activité physique insuffisante
Hormones B Traitement de la ménopause B Contraceptifs oraux
Allaitement matemel insuffisant
Pollution de l'air extérieur
Substances chimiques de |'environnement B Arsenic B Benzéne

Figure 1 : Nombre de nouveaux cas de cancer attribuable au mode de vie et a | ’environnement

en France en 2015

3. Définition du cancer
Le cancer est une maladie qui se caractérise par une prolifération rapide et non régulée de
cellules d’un tissu ou d’un organe. Ces cellules forment un amas appelé tumeur. Une tumeur
peut se développer localement et rester uniqguement dans le tissu ou elle est apparue, dans ce
cas, elle est dite bénigne, ou alors, les cellules qui la constituent peuvent se multiplier
rapidement et migrer par voie lymphatique ou sanguine vers d’autres organes pour former des
tumeurs secondaires nommées métastases, il s’agit alors de tumeurs malignes. Ce changement
de comportement des cellules est dii a des mutations de I’ADN apparues sous ’action des

facteurs d’impact énumérés plus haut.

4. Mécanisme de cancérisation®
Le passage d’une cellule normale et différenciée a un amas cellulaire indifférencié et incontrolé
se fait selon trois principales étapes de cancérisation (Figure 2): Iinitiation (phase

d’hyperplasie), la promotion (phase de dysplasie) et I’invasion (phase d’angiogenése).
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Figure 2 : Mécanisme de cancérisation a partir d’'une cellule saine

L’étape d’initiation s’enclenche suite a la mutation d’une cellule saine par rayonnement, facteur
chimique ou biologique qui va se transformer en « un mutant ». Cette cellule mutante peut
acquérir la capacité d’activer des geénes oncogeénes ou a l’inverse, I’inhibition de genes
suppresseurs de tumeurs. Ces cellules modifiées développent une autonomie de croissance, une
réplication rapide et illimitée, une insensibilité aux signaux antiprolifératifs, une résistance a
I’apoptose. Il en résulte des cellules qui se multiplient indéfiniment et de maniére totalement
anarchique.

Durant I’étape de promotion, la cellule mutée va se diviser par mitose, les cellules filles
posseéderont donc la mutation, mais elles vont, elles aussi, en subir, ce qui donnera un ensemble
de cellules avec un grand nombre de mutations. Ces cellules échappent a I’'immuno-
surveillance par des stratégies de camouflage malgré la présence d’antigénes tumoraux a leur
surface. De plus de nouveaux vaisseaux sanguins vont alors apparaitre pour amener tous les
éléments dont ont besoin ces cellules tumorales pour se développer.

Ces amas de cellules forment donc une tumeur qui peut soit rester localisée et donc avoir un
développement lent, ou bien, si ces cellules parviennent a franchir la barrieére basale avec 1’aide
d’enzymes spécifiques, se répandre dans 1’organisme grace au systeme sanguin ou au systéeme
lymphatique et former des tumeurs malignes, c’est I’étape d’invasion.

Le cancer se développe donc a partir de cellules ayant un comportement anormal. Pour essayer

de détruire ces cellules, plusieurs voies de thérapie ont été mises en place.
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5. Les traitements actuels contre le cancer
Il existe actuellement plusieurs méthodes de lutte contre le cancer. Parmi les plus classiques,
on note la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie ou 1’hormonothérapie. D’autres
méthodes ont été investiguées ces derniéres années, dont les thérapies ciblées ou
I’immunothérapie qui sera plus particulierement développée dans ce chapitre. Ces différentes
méthodes peuvent étre utilisées seules ou en combinaison pour un effet synergique. Le choix
du/des traitements dépend du type de cancer, mais aussi du patient. Il convient de faire du cas

par cas pour mettre en place le protocole le mieux adapté a chaque patient.

5.1. Lachirurgie

Cette méthode est utilisée de maniére curative ou palliative. La méthode curative consiste en
une ablation totale de la tumeur, mais aussi de quelques tissus avoisinants et des ganglions
lymphatiques. Dans le cas d’une tumeur détectée assez tot, 1’ablation de la tumeur entraine la
guérison de I’individu. Elle est principalement utilisée pour les cancers du sein, du colon et de
I’estomac. La seconde méthode, qui consiste a ne retirer la tumeur que partiellement, intervient
dans le cas d’une tumeur métastasée ou de localisation difficile. Elle peut aussi étre utilisée
pour faire des biopsies qui peuvent étre utile afin de dresser un portrait génétique de la tumeur
(méme si celle-ci est rarement homogéne et avec un seul type de mutation) et déterminer le

traitement adapté.

5.2. La chimiothérapie*

Elle consiste a administrer des substances bloquant la division et la réplication des cellules
infectées. Ces substances peuvent avoir différents modes d’action, on peut ainsi avoir des
agents antimétabolites, des agents alkylants, des inhibiteurs de topoisomérases ou de
polymerisation de la tubuline. Les cellules ne se renouvelant pas, elles sont alors éliminées par
le systéme immunitaire. Le principal probleme de cette méthode est qu’elle n’est pas
spécifique, elle touche aussi bien les cellules cancéreuses que les cellules saines méme si ces
dernieres se développent plus lentement. De ce fait, on note nombre d’effets secondaires. De
méme que la chirurgie, la chimiothérapie peut étre curative et entrainer des guérisons (cancer
du sang, ou des testicules, ...), ou alors palliative pour réduire 1’avancée de la tumeur et de ces

métastases. Elle sera alors couplée a un autre traitement pour essayer d’obtenir une guérison.
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5.3. La radiothérapie

Elle consiste a utiliser des rayonnements ionisants de maniére la plus localisée possible pour
ne « tuer » que les cellules infectées. Il existe plusieurs types de radiothérapie : radiothérapie
conformationnelle 3D, la curiethérapie® et la radiothérapie vectorisée’. La radiothérapie
conformationnelle 3D consiste a appliquer un rayonnement ionisant ou électromagnétique
(rayons X, rayons gamma, électron, neutron, ions ...) pour irradier la tumeur sans ajout d’agent
de synthese. Elle peut étre utilisée dans de nombreux types de cancers, mais cause un grand
nombre d’effets secondaires. La curiethérapie utilise des radio-isotopes (**?iridium, *¥’césium)
placés a l'intérieur ou & proximité immédiate de la zone & traiter, elle est couramment utilisée
comme un traitement efficace pour soigner le cancer du col de l'utérus, de la prostate, du sein
ou de la peau. La radiothérapie vectorisée est I’administration d'un radioélément conjugué a un
vecteur qui peut étre peptidique ou un anticorps, dans le but de rendre le traitement plus

spécifique.

5.4. L’hormonothérapie

L’hormonothérapie est une méthode utilisable dans seulement certains types de cancer dit
hormono-dépendants, c’est-a-dire qu’ils sont stimulés par des hormones naturellement
présentes dans le corps, c’est souvent le cas des cancers du sein et de la prostate. On distingue
deux types d’hormonothérapie :

- les traitements médicamenteux, qui agissent par voie générale sur toutes les cellules sensibles
aux hormones. On parle de traitement systémique. On a par exemple, le Tamoxiféne qui est un
modulateur sélectif des récepteurs aux cestrogénes (SERM) qui inhibe la croissance des cellules
tumorales par un antagonisme compétitif des cestrogénes pour le cancer du sein.®

- les traitements non médicamenteux, qui consistent a stopper la production d'cestrogenes par
les ovaires en les retirant par une intervention chirurgicale (ovariectomie) ou en les irradiant
(radiothérapie).

Pour déterminer si un cancer est hormono-dépendant ou non il faut effectuer un examen

anatomopathologique réalisé sur un fragment de la tumeur prélevé par biopsie.

5.5. Les thérapies ciblées
Les thérapies ciblées ont pour objectif de bloquer la croissance ou la propagation de la tumeur,
en interférant avec des anomalies moléculaires ou avec des mécanismes qui sont a 1’origine du

développement ou de la dissémination des cellules cancéreuses. Certaines thérapies ciblées
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sont capables de s’attaquer précisément a ces perturbations. Leur action consiste a bloquer la
transmission de certaines informations au sein des cellules qui les conduisent a se diviser et a
proliférer de fagcon anarchique. Elles peuvent agir a différents niveaux de la cellule :

- sur les facteurs de croissance (qui sont des messagers déclenchant la transmission
d’information au sein de la cellule),

- sur leurs récepteurs (qui permettent le transfert de I’information a I’intérieur de la cellule)

- sur des ¢éléments a I’intérieur des cellules.

Les thérapies ciblées peuvent aussi empécher la tumeur de fabriquer de nouveaux vaisseaux
sanguins. En effet, lorsqu’une tumeur atteint une certaine taille, le réseau sanguin déja existant
n’est plus suffisant pour I’alimenter en nutriment et en oxygeéne. La tumeur va alors mettre en
place de nouveaux vaisseaux sanguins qui différent des vaisseaux normaux, pour s’assurer une
bonne irrigation et permettre sa survie et sa croissance. Il s’agit de la néo-angiogénése. Ces
nouveaux vaisseaux peuvent également servir de porte d’entrée a la diffusion de métastases
vers d’autres organes. Des thérapies ciblées, appelées antiangiogéniques, ont donc été
développées pour empécher la tumeur de former de nouveaux vaisseaux sanguins et ainsi

limiter son développement.®

5.6. L’immunothérapie

L’immunothérapie vise a détruire les cellules cancéreuses par 1’action du systéme immunitaire
(SI) du patient. Ce sont deux chercheurs, Tasuku Honjo° et James P. Allison??, récipiendaires
du prix Nobel de Médecine 2018, qui ont commencé dés le milieu des années 1990, a mettre
en évidence la possibilit¢ d’utiliser le SI pour détruire les tumeurs. Vingt ans plus tard,
I’immunothérapie est en passe de révolutionner la prise en charge de certains cancers,
jusqu’alors incurables. Chercheurs et médecins explorent les nombreuses pistes possibles pour

faire en sorte que le SI s’attaque de fagon efficace aux cellules cancéreuses.

Le lieu de prolifération des cellules immunitaires, mais aussi de leur spécification est le systeme
lymphatique.*? Tl est constitué de vaisseaux lymphatiques, de ganglions (aussi appelés nceuds
lymphatiques) que I’on trouve dans presque toutes les parties du corps (dont les coudes, ’aine,
le cou et les aisselles) et d’organes qui sont reliés a toutes les parties du corps porteuses de
lymphe. Cette lymphe est un liquide transparent contenant des lymphocytes et autres organites
appartenant au SI. Les nceuds lymphatiques débarrassent la lymphe des microorganismes et
autres débris avant qu'elle atteigne le sang, tandis que la rate épure le sang et détruit les
érythrocytes inefficaces, déformés ou trop vieux. Les ganglions lymphatiques agissent comme
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des filtres pour la lymphe et les lymphocytes : ils écartent les bactéries, les virus et d’autres

corps étrangers.

5.6.1. Le systéeme immunitaire et ses acteurs

Figure 3 : leucocyte ou
globule blanc

Le Sl est constitué de cellules spécialisées présentes dans le
sang, les ganglions lymphatiques, la rate et certains tissus. Il a
deux rbles majeurs, discriminer le soi du non-soi et détruire ce
non-soi. L’immunité est assurée par les cellules
hématopoiétiques (aussi appelées cellules souches) et par des
facteurs solubles tels que les cytokines. Les cellules souches
sont a ’origine de la plupart des cellules impliquées dans la
réponse immunitaire. Parmi les principaux effecteurs du Sl, on

compte les leucocytes ou globules blancs (Figure 3), et parmi

eux les lymphocytes (d’environ 7 a 8 um de longueur). Ils représentent 20 a 30 % du taux des

globules blancs dans une formule sanguine. Ils aident a apporter une réponse spécifique quand

I’organisme a été envahi par des microorganismes et aident également le corps a lutter contre

les tumeurs. Une fois libérés de la moelle rouge, les lymphocytes sont presque tous identiques,

ils vont acquérir leur spécialisation (lymphocytes B ou T) au cours de la maturation qui

déterminera leur role dans la défense immunitaire!2.

On peut classer les lymphocytes de différentes facons, c’est le systéme CD (Cluster ou Classe

de Différentiations) : CD4, CD8, etc. On peut aussi les différencier selon leur mode de

maturation, selon qu’ils sont de type B (burso-dépendants, en fait isolés a I’origine dans les

bourses de Fabricius chez les oiseaux d’ou le B pour Bird) ou de type T (thymo-dépendants),

(Figure 4).
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Figure 4 : différentiation des cellules hématopoiétiques en lymphocytes

a) Les lymphocytes B ont pour role la fabrication d’anticorps. Le principe est le suivant : les
lymphocytes B ont a leur surface des immunoglobulines, sortes de protéines qui sont
specifiques des antigénes que les lymphocytes ont pu rencontrer. Dés que les lymphocytes
rencontrent a nouveau cet antigene, ils vont immédiatement fabriquer des anticorps qui vont

neutraliser les antigénes dont ils sont spécifiques.

b) Les lymphocytes T effectuent leur maturation dans le thymus, une glande développée chez
I’enfant, située a la base du cou. Plus de 80% des lymphocytes présents dans 1’organisme sont
des lymphocytes T. Suite a une sélection en fonction de leur capacité a reconnaitre et a se lier
aux protéines du CMH, les lymphocytes seront ainsi sélectionnés pour assurer
I’immunotolérance. Au cours de ces processus, seul 2% des lymphocytes T survivent et
deviennent immunocompétents, les autres sont détruits par apoptose. De cette population de

lymphocytes vont naitre deux sous-populations, les lymphocytes CD4 et CDS8.

Lymphocytes CD4 :
Les lymphocytes CD4 (ou T4 ou encore lymphocytes auxiliaires ou helper) sont des

lymphocytes non cytotoxiques vis-a-vis des cellules cancéreuses qui s’activent et se multiplient
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apres présentation d’antigene par les cellules dendritiques. Ils ont pour tache de fabriquer des
protéines appelées cytokines, telles que les interleukine-2 qui vont en stimuler d’autres. Une
population particuliére de CD4 est appelée régulatrice (Treg'® ou suppresseur), elle est
indispensable pour prévenir 1’exces de fonction des lymphocytes T. Les Tregs ont pour rdle
principal de réprimer I’activité des lymphocytes T, soit auto-immune, soit en fin de réaction
immunitaire. Il en existe de deux types, les Tregs « naturels » (CD4, CD25 et high) qui agissent
surtout par contact cellulaire et les Tregs (R1, H3...) «inductibles» par différentes
stimulations antigeniques qui agissent surtout par la production de cytokines antiinflammatoire
(TGFB, IL10...).

Lymphocytes CD8 :
Il existe de méme deux types de lymphocytes CD8 : les lymphocytes K (Killer) qui produisent
une substance chimique appelée « lymphokine » qui est essentielle a la destruction des corps
étrangers par les cellules B et les lymphocytes NK (Natural Killer) qui sont capables de
provoquer la lyse de la membrane plasmique. Ils détruisent indifferemment par cytotoxicité les
cellules infectées et tumorales avant que le systéme de défense adaptatif entre en action, en
détectant l'absence de récepteurs du « soi » (molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilité). Le terme cellules tueuses « naturelles » indique la non-spécificité de leur
action destructrice. Les cellules NK ne sont pas phagocytaires. Leur facon de tuer consiste a
attaquer la membrane de la cellule cible et a libérer plusieurs substances cytolytiques, dont la
perforine (entraine un trou dans la membrane plasmique) et les granzymes (entrent dans les
cibles, ou I'enzyme va dégrader les protéines, et induire la mise en apoptose de la cible). Les
cellules NK sécretent également des substances chimiques puissantes qui accentuent la réaction
inflammatoire. Une fois leur rdle rempli, certains Lymphocytes CD8 vont mourir par apoptose
alors que d’autres vont devenir des cellules mémoires qui ont une durée de vie extrémement

longue (quelques dizaines d’années) permettant ainsi une réponse rapide la fois suivante!?.

c) Les cytokines

Les cytokines sont des petites protéines (glycoprotéines) solubles impliquées dans la
communication intra-cellulaire. Elles sont sécrétées par des effecteurs du systeme immunitaire
ou par d’autres cellules ou tissus, agissant a distance. Parmi les cytokines, on peut citer les

interférons et les interleukines®®.

Les interférons chez la plupart des vertébrés, sont produits en réponse a la présence d’une
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double hélice d’ARN étranger dans 1’organisme. Ils ont pour réle de défendre 1’organisme des
agents pathogenes tels que les virus, bactéries, parasites ou cellules tumorales. Par activation
des lymphocytes NK et des macrophages, ils interferent avec la réplication virale dans les

cellules de 1’hote (d’ou leur nom), renforgant ainsi la réponse immunitaire.

Les interleukines sont ainsi nommées car les premiéres observations semblaient
montrer qu’elles étaient exprimées par les globules blancs (leucocytes) en guise de moyen de
communication (inter-leucocytes). Il existe aujourd’hui une trentaine d’interleukines, portant
chacune un numéro qui lui est propre. On peut citer I’interleukine 1 (IL1) sécrétée par les
macrophages pour stimuler la prolifération puis la différenciation des lymphocytes CD4
specifiques a un antigéne présent sur les membranes des macrophages et ayant préalablement
¢été phagocytés par ces derniers. On peut aussi donner comme exemple, I’interleukine 2 (IL2)
sécretee par les lymphocytes T, résultant de la différenciation des CD4, donnant
« I’autorisation » aux autres lymphocytes ayant reconnu le méme antigéne que lui de se diviser

et de proliférer.

d) Les macrophages

Les macrophages appartiennent a la famille des phagocytes, surnommes les « gros mangeurs »,
ils sont le résultat de la maturation des monocytes. lls ont pour réle de maintenir une population
de cellules « en bonne santé » et pour cela, ils vont détruire les cellules mortes, mal formées,
infonctionnelles ou stressées permettant ainsi une réparation tissulaire. Les cellules
cancéreuses vont étre reconnues comme des agents pathogénes elles vont étre attaquées par les
macrophages et donc étre phagocytées. Le mécanisme de phagocytose se déroule en plusieurs
étapes (Figure 5), la premiére étape consiste en 1’absorption de cellules du non-soi formant une
cavité appelée le phagosome. Les macrophages produisent des cytokines (TNF) et d’autres
agents responsables de leur activité (peroxyde d’hydrogéne : H.O2, monoxyde d’azote : NO,
radicaux libres : O>7). La cellule étrangére va se faire désintégrer, il ne restera donc plus que

des matieres résiduelles qui seront expulsées par exocytose.
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Figure 5 : Mécanisme de phagocytose

e) Les cellules dendritiques

Les DC, comme les macrophages, font partie de la famille des phagocytes. Elles représentent
le mieux le lien entre I’immunité innée et I’'immunité adaptative. Ces organites vont venir
capter les antigénes laissés par les attaques de I’immunité innée, et par différents mécanismes
vont arriver a les exprimer a leur surface. Ainsi, elles les vont les présenter aux Les
lymphocytes T immatures qui se specialiseront dans le but de détruire les cellules comportant

spécifiqguement cet antigene.

f) Les anticorps

Les anticorps ou immunoglobulines (Figure 6), sont sécrétés par les lymphocytes B activés ou
par des plasmocytes. lls se lient de maniére spécifique aux antigenes du pathogéne. Malgreé leur
grande variété, ils ont tous une structure commune : ils sont formés de quatre chaines
polypeptidiques reliées par des ponts disulfures (liaison souffre-souffre intra ou inter
moléculaire). Ils sont composés de deux chaines lourdes (H) et de deux chaines légéres (L), la

région variable des anticorps permettra la reconnaissance des antigénes pathogénes.
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Chaine H chaineL IS peuvent se trouver sous différentes formes :
monomere, pentamére, dimere ...

Concretement les anticorps ne détruisent pas les

Région variable %

pathogénes mais ils forment un complexe antigenes-
anticorps qui va les marquer et entrainer leur
destruction par les macrophages.

Figure 6 : structure d’un anticorps

Ainsi, ils peuvent étre utilisés comme vecteur en les couplant avec des cytotoxiques ou des

isotopes radioactifs.

5.6.2. L’immunité antitumorale

Pour parer a toute menace, le SI met en place un processus d’immunosurveillance chargé de
détecter et d’¢éliminer les agents pathogénes, il dispose ainsi de deux lignes de défense (Figure

7):

-La premiére est Pimmunité innée : dépourvue de mémoire, elle est immediate, active
dés la naissance et non spécifique. Elle veille en permanence afin de détecter les cellules
anormales. Elle met en jeu le mécanisme de « phagocytose » ou 1’agent pathogéne est détruit
par des cellules du systéme immunitaire ayant reconnu I’étranger. Ce sont en particulier les
lymphocytes NK, les phagocytes. On peut les voir comme de simples soldats qui se déploient
rapidement et apportent une action directe sur le terrain. Au vu du grand nombre d’agressions
que I’on subit chaque jour et du nombre de cancers que développent un individu, on peut penser

que ce systeme est d’une grande efficacité. Malheureusement, il n’est pas toujours suffisant.

-1l existe aussi un deuxiéme processus plus long a se mettre en place, mais qui a une
réponse beaucoup plus spécifique, c’est ’immunité adaptative. Elle nécessite une phase
d’apprentissage de 5 a 7 jours au cours de laquelle les lymphocytes T et B apprennent a
reconnaitre la cible & éliminer. On peut voir ces acteurs comme des tireurs d’élite qui apportent
une réponse beaucoup plus spécifique. Pour étre activée, cette immunité doit d’abord
rencontrer une substance étrangere spécifique (antigéne) ou étre sensibilisée par une exposition
initiale avant de pouvoir protéger lI'organisme contre cette substance, ce processus faisant

perdre un temps précieux.
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Figure 7 : Mécanisme de défense antitumoral

Les effecteurs spécifiques des antigénes comme les lymphocytes T : CD4 ou CD8 se retrouvent
activés apres présentation des antigénes tumoraux par des cellules présentatrices d’antigeénes :
Antigen-Presenting Cell (APC). On note notamment les Cellules Dendritiques qui capturent
les antigenes des cellules tumorales mortes par apoptose. Une fois I’antigéne tumoral capté, il
va étre présenté au lymphocyte durant sa phase de maturation dans les ganglions lymphatiques
pour qu’il se spécifie, via des antigénes, contre les cellules tumorales. Ces derniéres peuvent
aussi étre lysées par les lymphocytes T CD8 apres reconnaissance de peptides associés a des
molécules Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) exprimés a leur surface. De plus les
lymphocytes B peuvent sécréter des anticorps qui s’attaqueront spécifiquement aux cellules
tumorales. Le profil de I’ennemi est gardé¢ en mémoire, I’organisme sera ainsi plus rapide a
réagir lors d’une seconde rencontre. C’est donc au cours du temps que se développe une
immunité adaptative performante. La vaccination se base sur cette capacité du SI a mémoriser

un ennemi pour réagir promptement.

Le cycle immunitaire antitumoral
Les recherches actuelles en immunothérapie tentent de comprendre comment le Sl réagit
lorsqu’il est confronté a une cellule tumorale. Différents travaux ont montré que les cellules de

défense immunitaire étaient capables de réagir face au cancer, mais qu’il arrivait que la réponse
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immune soit trop faible ou trop tardive. En effet, les cellules cancéreuses n’attendent pas
passivement que le SI se déclenche, certaines d’entre-elles possédent la capacité de se fondre
dans le tissu environnant et de tromper le SI en lui faisant croire qu’elles ne représentent pas
de danger. Certaines autres peuvent méme prendre 1’initiative et bloquer ’action des défenses
immunitaires. Au bilan, 1’activation seule du SI n’est donc pas suffisante pour induire une
réponse, nos défenses étant confrontées a un « envahisseur » difficile a cibler. En paralléle
plusieurs freins doivent donc étre levés pour entrainer la destruction des cellules tumorales.
Seule, la connaissance précise de I’ensemble de ces mécanismes permettra de débloquer le SI
pour qu’il agisse contre les cancers. Les chercheurs Dan Chen et Ira Mellman ont proposé de
modéliser la production de I'immunité en un processus cyclique qui peut étre divisé en sept

étapes principales (Figure 8).

Dans la premiére étape, les néoantigénes créés par I'oncogenése sont libérés et capturés par des
cellules dendritiques. Ces dernieres présentent ces antigénes capturés aux lymphocytes T
immatures (étape 2), ce qui va entrainer la maturation et 1’activation de ces lymphocytes T
contre les antigénes tumoraux spécifiques qui sont considérés comme étrangers ou contre
lesquels la tolérance centrale a été incompléte (étape 3). La nature de la réponse immunitaire
est déterminée a ce stade, le rapport entre les cellules effectrices T et les cellules régulatrices T
étant la clé du résultat final. Les lymphocytes activés vont alors se diriger vers les cellules
tumorales cibles (étape 4), et infiltrer le lit tumoral (étape 5). On a ensuite, la reconnaissance
de la cible et la liaison spécifiquement aux cellules cancéreuses par l'intermédiaire d’un
récepteur des lymphocytes T (étape 6). Les cellules cancéreuses cibles sont ainsi tuées (étape
7), ce qui va libérer d’autres antigenes associés a la tumeur pour augmenter la réponse lors de

la révolution suivante du cycle®®.
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Figure 8 : Immunité face au cancer

5.6.3. Les traitements immunothérapeutiques

Chaque étape du cycle immunitaire antitumoral requiert la coordination de nombreux facteurs
qui vont ainsi fournir un large éventail de cibles thérapeutiques potentielles (Figure 9). Les
facteurs stimulants, indiqués en vert, sont promoteurs de I’immunité, tandis que les inhibiteurs
(en rouge) contrdlent le processus et réduisent 1’activité immunitaire et/ou empéchent 1’auto-
immunité. Les protocoles d’immunothérapie antitumorale vont donc s’orienter selon deux axes
principaux, soit stimuler le SI d’une fagon trés générale, soit attaquer spécifiquement les
cellules cancéreuses. La figure presente quelques exemples d’immunothérapies utilisées

couramment ou en évaluation clinique ou préclinique.
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Figure 9 : Les cibles en immunothérapie active, on note en vert les cibles a stimuler et en rouge

celles a inhiber.

a) Les injections d’interféron et d’interleukines

Comme nous 1’avons vu précédemment il existe une classe de molécules capables d’orienter
la réaction immunitaire de maniére positive ou négative, ce sont les cytokines. Une méthode
de lutte va consister & injecter directement au patient des interférons® (INF-a et/ou INF-y) pour
activer les lymphocytes T et NK, et les cellules dendritiques (étapes 2 et 3). Ces injections sont
notamment utilisées dans certains cas de leucémies. Un autre type de cytokines : les
interleukines (IL-2 et/ou IL-12) sont actuellement utilisées dans certains traitements de cancer
du rein métastatique. Néanmoins, le principal probléme avec ces techniques est qu’elles ne sont
pas spécifiques et peuvent entrainer I’apparition d’effets secondaires qui peuvent déclencher

des complications auto-immunes et donc aggraver le cas du patient.

38



b) Les Vaccins

Puisque les cellules cancéreuses portent des antigénes qui permettent de les distinguer des
cellules normales, on peut imaginer plusieurs fagons de s’en servir. La premiére stratégie vise
a la mise au point d’un vaccin. Pour le moment, on n’en dispose pas, du fait des multiples
formes de cancer rendant impossible 1’identification d’une cible commune contre laquelle
diriger un éventuel vaccin. En revanche, on sait que certains cancers ont des causes
infectieuses. Par exemple, les virus de 1’hépatite B et C sont retrouvés dans le cancer du foie.
De méme, les infections au papillomavirus sont directement impliquées dans le cancer du col
de I'utérus. Une seule voie s’offre alors : vacciner préventivement contre les virus associés au
cancer.
D’autres vaccins, thérapeutiques ceux-1a, sont utilisés chez des patients présentant la maladie
(étape 2), ils ont pour but de stimuler les défenses immunitaires (activation des lymphocytes,
production d’anticorps ...). L’activation du SI nécessite d’une part que I’intrus soit identifié et,
d’autre part, qu’il le considére comme une menace. Cet apprentissage repose sur
I’identification des antigénes tumoraux qui vont servir a diriger le systéme immunitaire vers
les cellules tumorales. La présentation de cet antigene au systeme immunitaire peut passer par
plusieurs types d’injection :

- Injection d’une copie synthétique de I’antigéne tumoral, couplée a une molécule, dite

adjuvant, capable de stimuler la réponse immunitaire.
- Injection des cellules dendritiques surchargées en antigene tumoral, pour stimuler les
lymphocytes T.

- Injection de virus modifiés pour produire des antigenes tumoraux en grande quantité.

De telles approches ont déja fait leurs preuves. Sipuleucel-T a été le premier vaccin a obtenir
une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et en Europe (respectivement, 2010 et
2013) pour traiter certains cancers métastatiques de la prostate hormono-résistants.}’ D’une
fagon générale, I’inconvénient des vaccins est qu’ils ont une perte d’efficacité au cours du
temps, une fois I’injection passée 1’activité immunitaire ne fait que décroitre, ce n’est donc pas
un traitement curatif. De plus ils ne sont utilisables que si les cellules cancéreuses sont
suffisamment différenciées des cellules saines.

Une seconde technique qui reléve de la thérapie génique, va s’adresser a des patients chez qui
le cancer a déja été diagnostiqué. Elle va consister a injecter des cellules, ¢’est la « thérapie par
cellules CAR-T*8 » (étape 6). Des lymphocytes T, d’un patient sont prélevés, cultivés in vitro,

puis modifiés genétiquement de maniére a leur faire exprimer un récepteur artificiel (le
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« Chimeric Antigen Receptor »), une espéce de super radar qui reconnait spécifiguement
I’antigéne tumoral a neutraliser. Aprés un délai de plusieurs semaines, ces lymphocytes T sont
réinjectés au patient, préts a tuer les cellules tumorales. Ce traitement a montré des résultats
trés impressionnants dans le traitement de la leucémie aigiie lymphoblastique (LAL), mais n’a

pas démontré son efficacité dans le cas de tumeurs solides.

c) Les «check points » immunitaires et anticorps thérapeutiques

La découverte des premiers antigenes antitumoraux a ouvert la voie a une approche bien mieux
ciblée. Les cellules tumorales expriment en effet a leur surface, des antigenes qui ne sont pas
retrouvés dans les cellules normales. En plongeant au cceur méme des rouages du SI, des
chercheurs ont découvert qu’a coté des molécules qui actionnent les lymphocytes T, d’autres
molécules, au contraire, les entravent ou les éteignent. Ces molécules constituent des freins
moléculaires, ils sont assurés par des points de contréle immunologiques appelés
« checkpoints »°. Ces checkpoints empéchent les lymphocytes T de passer a 1’attaque contre
les cellules tumorales. James Allison et Tasuku Honjo ont identifié deux points de contréle :
PD-1 (étape 7) et CTLAA4 (étape 4). IIs ont alors eu I’idée de neutraliser ces freins pour libérer
les défenses antitumorales. (En langage image, on pourrait dire « qu’appuyer plus fort sur
I’accélérateur - soit stimuler la réponse immunitaire au cancer - ne sert a rien si on ne lache pas
le frein a main). Les deux chercheurs parviennent a élaborer des traitements dits « inhibiteurs
de checkpoints », des anticorps capables de bloquer I’action des protéines PD-1% et CTLA-42,
En 2011, un premier médicament anti-CTLA-4, appelé ipilimumab, est approuvé aux Etats-
Unis et en Europe. Puis, en 2014, plusieurs anticorps anti-PD-1 et anti-PD-L1 (une protéine
présente sur les cellules tumorales qui se lie au récepteur PD-1) sont commercialisés. Plus
faciles a administrer, injectés par intra-veineuse toutes les deux a quatre semaines, ces
traitements ont moins d’effets indésirables dans la plupart des cas. Des effets spectaculaires
ont pu étre observés, notamment chez des patients atteints de mélanome métastatiques, pour
lesquels le pronostic était sombre. Avec les anti-PD-1 et PD-L1, chez 30% de ceux traités en
premiere ligne, le mélanome n’évoluera plus jusqu’a cinq ans apres le début du traitement.
C’est cette découverte qui a fait I’objet du prix Nobel de médecine 2018. En France, un premier
traitement, le Keytruda (pembrolizumab, 5200 euros I’injection) sera désormais remboursé par
la sécurité sociale. Au-dela de PD-1 et CTLA-4, il y aurait en réalité environ une cinquantaine
de checkpoints freinant la réaction immunitaire en cas de cancer. Plus la collection de freins

est compléte et combinée, mieux le cancer se développe. A 1’avenir, pour avoir une action la
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plus efficace possible, I’idée est de cibler plusieurs points de controle en méme temps, a I’instar

d’un antibiotique a large spectre.

d) Les inhibiteurs de VEGF (étape 5)

Le facteur de croissance de I’endothélium vasculaire?? est une protéine dont le rdle est de
déclencher la formation de nouveaux vaisseaux Ssanguins (angiogenése) nécessaire pour
accompagner la croissance des tissus et le développement des organes du corps humain. Il
intervient dans la croissance des tumeurs pour satisfaire leur besoin en oxygene et en
nutriments. L’inhibition du VEGF permet d’arréter la croissance tumorale (voir plus haut

paragraphe 5.5 sur les thérapies ciblées).

e) Les inhibiteurs d’IDO (étape 7)

L’IDO ou indoleamine-2,3-dioxygénase est une enzyme a héme intracellulaire surexprimée
dans les cancers (poumon, prostate, pancréas ...). Elle est induite par I’expression de cytokines
telles que les INF-y, mais aussi par les cellules dendritiques et les cellules cancéreuses®. L’ IDO
est I’enzyme qui catalyse la premiére étape, qui est aussi 1’étape limitante, de la voie de
catabolisme du tryptophane (Trp) en Kynurénine ; il est a noter que 95 % du tryptophane est
métabolisé en Kynurénine (Figure 10). Il existe deux sortes d’IDO?*, IDO1 et IDO2 qui
catalysent la méme réaction biochimique, mais avec des vitesses différentes. IDO2 est
exprimée seulement dans le foie et le rein, beaucoup plus faiblement que IDO1 (en
comparaison, seulement 3 a 5 % de son activité). Il existe aussi, une autre enzyme capable de
cataboliser le tryptophane mais présentant une distribution différente de celle de I’IDO, c’est
la tryptophan-2,3-dioxygénase (TDO). Cette derniére est aussi présente chez les bactéries.
TDO est transcrite uniquement dans le foie, son expression au niveau des protéines n’est pas
établie, et sa fonction majeure est de contréler la concentration en Trp dans le sang. IDO2 ARN
messager est exprimée a de faibles niveaux dans le placenta et le foie (I’expression des
protéines n’est pas connue), tandis qu’IDO1 montre une forte expression des protéines dans les

organes périphériques de la lymphe (ganglions lymphatiques, rate et amygdales).
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Figure 10 : Voie de catabolisme du tryptophane

Dans le cas de différents cancers, il a été observé une surexpression d’IDO1 et TDO? associée
a des niveaux élevés de Kynurénine, conduisant le plus souvent a de mauvais diagnostics.
L’enzyme exerce une activité¢ d’immunosuppression sur les lymphocytes T. La déplétion de
concentration en tryptophane dans le microenvironnement tumoral et/ou 1’augmentation de la
concentration en Kynurénine vont supprimer la réponse immunitaire des lymphocytes T de
plusieurs manieres :

-les lymphocytes T se retrouvent en quiescence ce qui va inhiber leur activité cytotoxique.
-les lymphocytes T vont avoir une perte d’activité ce qui va entrainer leur apoptose

-les lymphocytes T naifs vont étre transformés en Tregs chargés d’inhiber les lymphocytes T,

ce qui diminue encore I’efficacité de la réponse immunitaire?®.
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Les inhibiteurs d’IDO
A partir du moment ou I'IDO a été identifiée comme une cible potentielle pertinente en
immunothérapie, différents inhibiteurs de 1’enzyme ont été proposés.?’ Parmi les plus actifs
proposés, on note différents métabolites issus du milieu marin comme les exiguanines A et B®

comportant un motif indolique, ou I’annulin B (Figure 11).2°

NH,

(o} OH
(0]
(o)
o

annulin B (Ki =120 nM)

exiguanine A, R = H (K; =41 nM)
exiguanine B, R = OH (K;=260 nM)

Figure 11 : inhibiteurs d’IDO issus du milieu marin

D’autres composés avec des motifs différents ont été découverts par : dérivatisation de produits
naturels, criblage a haut débit ou conception basée sur la structure. Au bilan, a ce jour, moins
d’une dizaine de molécules sont en essais cliniques ou précliniques comme inhibiteur d’IDO1
ou comme inhibiteur dual IDO1/TDO (tableau 1).%

Méme si les observations initiales ont montré que ’utilisation d’un inhibiteur d’IDO1 seul ne
suffisait pas a constituer une thérapie efficace, il a tres vite été mis en évidence que des
stratégies d’association par exemple avec des inhibiteurs de PD-1/L1 étaient performantes. Une
littérature importante supporte aussi I’intérét prometteur de cibler I’IDO en combinaison avec
des thérapies anticancéreuses classiques telles que la chimiothérapie ou la radiothérapie.
Néanmoins, il est a noter que I'échec de nombreux essais impliquant 1’épacadostat (Cf Tableau
1) reporté tres récemment, a mis en évidence la nécessité d'une recherche approfondie des

modes d'action des composés avant de lancer des schémas combinatoires.
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RG70099 Roche IDO1/TDO  Not available Competitive Unspecified 16 nM (69) 12 nM (69) 6-fold (69) Preclinical
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IOM-E Merck IDO1 Not available Unknown Unspecified 100 nM (70) >100-fold (70)  Preclinical
IOM-D Merck IDO1/TDO  Not available Unknown Unspecified 365 (70) 10nM (70) Preclinical
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Tableau 1 : Molécules en développement clinique comme inhibiteurs d’IDO

Depuis quelques années, les médicaments d’immunothérapie, qui cherchent a déclencher une

réponse du corps contre les cellules cancéreuses, ont bouleversé la prise en charge des cancers,

montrant dans certains cas des résultats spectaculaires. Cependant, il est important de noter

qu’ils ne sont efficaces que chez 20 a 30% des patients, avec souvent des disparités d’un cancer

a ’autre. Identifier des marqueurs prédisant la réponse a ce type de traitements est donc un

enjeu primordial, notamment compte-tenu de leur cofit et de leur toxicité, pour éviter d’exposer
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inutilement des patients. Concernant cela, beaucoup de recherches sont en cours. Les
différentes pistes s’intéressent notamment a la flore intestinale®!, en étudiant la notion
d’immunoscore®?, a des études bio-informatiques de marqueurs chez les patients® ou a d’autres

marqueurs comme les structures lymphoides tertiaires (SLT)%.....

B. Les produits naturels marins

Comme indiqué précédemment, parmi les premiers inhibiteurs d’IDO reportés dans la
littérature, certains ont été isolés du milieu marin, notamment les exiguanines A et B
comportant un motif indole (voir Figure 11). Ces résultats nous ont amenés a évaluer I’activité
inhibitrice vis-a-vis de I’'IDO1, de composeés de type pyrroloiminoquinone sur lesquels nous
travaillions dans le cadre de la mise au point de la synthése totale de 1’alcaloide marin, la

Tsitsikammamine A (Figure 12). Certains se sont révélés étre de bons inhibiteurs.®

1. La mer une source d’inspiration

Les mers et les océans recouvrent 70 % de la surface du globe terrestre et représentent a peu
pres 90% de la biosphere. Un peu partout dans les pays développés, des chimistes ont
commencé a les explorer systématiquement pour y trouver des produits a activité
pharmacologique issus aussi bien de végétaux que d’animaux marins. Ils constituent donc un
milieu propice d’investigations, d’autant qu’on peut y observer une compétition pour la vie qui
n’a pas d’équivalent sur terre. En effet, certains organismes sessiles (qui ne peuvent se mouvoir
rapidement) se sont adaptés en se munissant d’une protection externe (carapace ou coquille),
d’autres, plus fragiles car dépourvus de défense physique, ont dii développer des substances
actives pour se défendre des agresseurs. C’est le cas, notamment, des ascidies et des éponges
qui vivent soit isolées soit en colonies. Les substances chimiques qu’elles produisent sont
d’autant plus puissantes qu’elles doivent agir en milieu dilué. Différentes activités telles
qu’antimicrobienne, cytotoxique, algicide, etc, ... ont été rapportées pour les molécules issues
de ces organismes marins. Elles peuvent étre rangées en différentes catégories : stéroides,
polycétones, sesquiterpenes, polyacétylenes, sulfoglycolipides, carraghéenanes, fucoidanes,
hydroquinones... Parmi toutes ces familles, les alcaloides, qui sont des molécules a base
azotée, le plus souvent hétérocyclique, représentent plus de 30% des molécules marines

décrites. Nous nous intéressons plus particulierement a la famille des pyrroloquinolines.
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2. Les pyrroloquinolines

Les pyrroloquinolines constituent une des familles les plus importantes d’alcaloides isolés
d’organismes marins (pour la plupart, des éponges et des ascidies). Plus d’une soixantaine de
métabolites dont la structure s’organise autour du squelette tricyclique 1,3,4,5-
tétrahydropyrrolo[4,3,2-de]quinoline mais peut compter jusqu’a sept cycles, ont été décrits a
ce jour (Figure 12). Ces composés ont fait 1’objet de nombreuses études, car ils possédent un

panel d’activités biologiques trés large.*
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Figure 12 : Différents membres de la famille des pyrroloquinolines

Dans notre équipe, nous nous intéressons plus particulierement a trois membres de cette
famille, les tsitsikammamines A et B et la wakayine, dont la structure comporte un deuxiéeme
cycle pyrrole fusionné au motif pyrrologuinoline (Figure 13). Les tsitsikammamines A et B ont
été isolées d’une éponge Latrunculid Tsitsikamma favus récoltée en Afrique du Sud en 1996.%
Deux autres métabolites apparentés, les N-oximes-tsitsikammamines A et B ont aussi été
décrites en 2004%, lorsque cette méme éponge a été réexaminée. La wakayine est issue de
I’ascidie Clavelina trouvée prés des fles Fiji en 1991.% Il est & noter qu’un autre groupe

d’alcaloides, les zyzzyanones A-D, n’appartenant pas a la famille des pyrroloquinolines, mais
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présentant le méme motif bis-pyrrologquinone que les tsitsikammamines et la wakayine, ont été

isolées de 1’éponge australienne Zyzzya fuliginosa.*°

tsitsikammamine A, R=H
tsitsikammamine B, R = Me

zyzzyanone A, Ri=Me, R, = H
zyzzyanone B, Ri=H, R, =H
zyzzyanone C, Ry= Me, R; = CHO tsitsikammamine A N18 oxime, R = H
zyzzyanone D, R{=H, R, = CHO tsitsikammamine B N18 oxime, R = Me

Figure 13 : Alcaloides marins comportant un motif bis-pyrroloquinone

Les tsitsikammamines et la wakayine ont été décrites comme possédant des activités
cytotoxiques et antifongiques, de plus, une bonne activité antimicrobienne a pu étre observée
pour la wakayine. L’activité cytotoxique décrite pour la wakayine** (ICso = 1,53 M vis-a-vis
de HCT-116) a suscité un grand intérét et rapidement, des biologistes ont montré qu’elle était
capable d’interférer avec la topoisomérase I, avec un mode d’action comparable a celui de la
camptothécine. Elle inhibe cependant I’enzyme a des concentrations 10 fois plus importantes
que la camptothécine. De plus, la wakayine étant une molécule plane, elle est un intercalant
puissant de I’ADN. Aprés intercalation au niveau des bases de I’ADN, la wakayine se lie au
complexe ADN-Topo | covalent pour former un complexe clivable stable qui peut étre inhibé
a forte concentration de produit (667 uM). Cette action stabilisante sur le complexe, par
intercalation dans I’ADN, est propre a la wakayine et n’existe pas chez la camptothécine.
D’autre part, a I’inverse de la camptothécine, la wakayine ne semble pas inhiber la réplication
de I’ADN, mais elle augmente plutdt ’activité catalytique de la Topoisomérase I, provoquant
des ruptures multiples de I’ADN, menant ainsi a la mort cellulaire. Ces propriétés particuliéres,
nous ont conduits dans le cadre d’une thése précédente (thése de Laurent Legentil)*? & étudier
des composes aza-analogues des produits naturels pour définir des agents anticancereux

inhibiteurs potentiels des Topoisomérases | ou/et 1l (Figure 14).43
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A ce jour, il n’existe aucune synthése de la wakayine. En 2009, nous avons publié la seule et
unique synthése de la tsitsikammamine A* décrite a ce jour. Cette synthése est basée sur une
réaction de Michael entre I’indoledione 1 et le 2’-amino -1-(4-méthoxyphenyl) éthanol
(Schéma 1).
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Schéma 1 : Synthése totale de la tsitsikammamine A
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Deux régioisomeres 2a et 2b sont formés dans cette réaction. La formation du deuxieme cycle
pyrrole se fait en deux étapes : cyclisation par le TFA pour former le cycle a 5 chainons (avec
la deprotection concomitante du Boc), puis action du MnO2 pour I’aromatiser. Le dernier cycle
du motif pyrroloquinoline est formé par reflux dans 1’éthanol avec du tamis moléculaire. Le
groupement tosyl est d’abord clivé en milieu basique (IN NaOH /dioxanne), puis le
groupement méthoxy est clivé a son tour par action du BBr3 pour conduire au produit final. La
méme séquence est réalisée sur chaque isomeére séparément. Le composé 2b conduit a la
tsitsikammamine tandis que le composé 2a conduit a son régioisomere.

Tous les intermédiaires de la synthése de la tsitsikammamine, ainsi que les produits finaux ont
été évalués vis-a-vis de leur inhibition de I’'IDO1 et de la TDO, dans le cadre d’une
collaboration avec Eduard Dolusic, Luc Pilotte et Benoit Van den Eynde du Ludwig Institut de
Bruxelles. Certaines molécules, notamment la méthoxy-tsitsikammamine 6b, ont montré une
activité intéressante ICso = 0,9 uM. Dans un test enzymatique cependant que d’autre
intermédiaires se sont révélés actifs dans un test cellulaire. Ce travail a été publié en 2013.%
Pour comprendre les résultats obtenus lors de ce travail, notamment, les disparités observées
entre les composés menant a la tsitsikammamine et leurs régioisomeres, nous avons étudié, par
modélisation moléculaire (programme GOLD) le mode de liaison des composés 6b et de son
régioisomere 6a au sein de 1’enzyme IDOL1 (Figure 15). Pour les deux isoméres, le motif
pyrroloquinoline se positionne dans la poche hydrophobe A du site actif de ’enzyme. Pour 6b,
I’interaction se fait via une liaison hydrogene avec la Ser167, et la complexation a I’atome de
fer de I’héme qui s’opére avec le C=0 (distance de 2,89 A, angle d’environ 120°). Le composé
est aussi stabilisé par des interactions hydrophobes avec Tyr126, Ph164 et Phel63. On note
une bonne complémentarité de géométrie entre le motif pyrroloquinoline et la poche A de
I’'IDO. La poche B, au contraire, n’est, elle, que partiellement occupée par la chaine latérale
méthoxy-phényl. Si on considére maintenant, le composé 6a qui présente une moins bonne
activite inhibitrice (1Cso = 7.1 uM), le composé semble adopter un mode de liaison inverse de
celui observé pour 6b, probablement pour permettre une meilleure adaptation de la chaine
latérale. Dans cette orientation, la pyrroloiminoquinone interagit avec le méme atome de fer
via I’azote du cycle a 6 du motif pyrroloquinoline (la distance est de 4 A). La liaison hydrogéne
avec la Ser 167 ne se fait plus, ni les interactions hydrophobes. Ce moins bon ancrage de 6a
par rapport a 6b dans le site actif de I’'IDO, explique peut-étre la moins bonne activité observeée.
Par contre, de la méme fagon que pour 6b, la poche B de I’enzyme, n’est que partiellement

occupée par la chaine latérale pour 6a.
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Figure 15 : Vues de (a) 6b et (c) 6a arrimées dans le site actif de I'IDOI (code PDB 2DOT)
montrant la poche A de l’enzyme, et (b) 6b and (d) 6a montrant la poche B de [’enzyme.

C’est vers I’optimisation de 1’occupation de cette poche B qu’il faudra aller pour designer des
inhibiteurs potentiels.
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Etude de la synthese totale de la
Wakayine

51



52



La synthése totale des produits d’origine naturelle constitue un challenge important et essentiel,
notamment pour obtenir des quantités de produits nécessaires pour la mise en ceuvre des
¢valuations biologiques. La synthése d’alcaloides a noyau pyrroloquinoline s’est développée
au cours de ces vingt derniéres années, compte-tenu de 1’activité potentielle de ces molécules
a structures originales.*® La synthése des trois membres de cette famille, les tsitsikammamines
A et B et la wakayine comportant un deuxieme cycle pyrrole fusionné au motif

pyrroloquinoline, va passer par la formation du motif bispyrrologuinone.

A. Rappels bibliographiques

Différentes stratégies ont été mises en ceuvre pour la construction du motif
bispyrroloquinone.
La premiére réaction a été décrite, en 1999, par Barret et Roué*, elle consiste en la
condensation de 1’indole-B-cétoamine 8 sur la tosylindoledione 9 (dans une stoechiométrie 5/1)
dans I’¢éthanol a température ambiante. Un intermédiaire, qui n’a pas été isolé, est postulé dans
cette réaction qui conduit au composé 10 avec un rendement de 40%. Il est a noter qu’un seul

régioisomere est obtenu.
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1 seul régioisomére

En 2009, notre équipe a proposé la seule synthése totale de la tsitstikammamine A*’ (Schéma
2) existante a ce jour, dans laquelle la formation du motif bispyrroloquinoline se fait en 3
étapes : tout d’abord, I’indoledione 1 réagit avec la B-hydroxyamine 11 pour donner le mélange
des deux régioisomeres 2a et 2b qui sont ensuite cyclisés par action du TFA avec déprotection
concomitante du groupement protecteur BOC. Dans la derniére étape, le cycle précedemment

formé est aromatisé par action du MnO> pour conduire au composé 4b.
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1 2b 2a
R = Ph(OMe) )
NH, NH,
R R O
, C N a- abs EtOH, rt, 2h. b- TFA, CH,Cl,,
H N, rt, 4h. c- MnO,,CH,Cl, , rt, overnight.
o Ts o Ts
4b 3b

Schéma 2 : Synthese totale de la tsitsikammamine.

La méme année, Velu et ses collaborateurs publient une nouvelle méthode de formation du
motif bispyrroloquinone faisant intervenir la mise en réaction d’un composé -dicarbonylé sur

la NH-benzylindoledione 12 en présence de CAN“8.

R (0]
(0]
CAN
+ N
N MeOH
BnHN \T
S 13
O 12

R = OEt (58%), Ph (67%)
On obtient dans ce cas des dérivés 13 avec des rendements variables selon que 1’on parte d’un
-cétoester ou d’une B-dicétone.
En 2013, Moody et al.*® décrivent la formation du motif bispyrroloquinone a partir de la
réaction mettant en jeu la dibromo-dihydroquinone 14 et le composé 15 en présence de sel de

cuivre pour conduire au composeé 16.

CO,Me o MeO,C O co,Me
Y N Cu(OAc),.H,0 ) N\
NHMe Br Br K,CO3, MeCN N N
15 reflux, 14 h / \ 16
14 O

Dans une autre alternative a la construction du motif tricyclique, Velu et al.,>® font de nouveau
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intervenir la NH-benzylindoledione 12 qui cette fois est condensée sur le 1-(benzyloxy)-4-(2,2-
diethoxyethyl)benzene 17, pour donner la bispyrroloquinone 18. Cette réaction constitue

I’étape de base dans la synthése totale des zyzzyanones.

0 @®noph  ©
Mn(OAc
Ph(OBn) A\ (OAc); Y
S—OEt BnHN N, C';:?’Cth N
EtO 0 Ts Tetiux, Bn o
17 12 18 Zyzzyanones
R; = H, Me
R, = H, CHO

Plus récemment, notre équipe a rapporté une méthode permettant d’aboutir a des
composés de type 19, comportant le motif pyrroloquinoline.®® En effet, lors de la mise au point
de la synthese de la Tsitsikammamine A, une des premieres voies que nous avions explorée a
été de reprendre la méthode décrite par Barret et Roué (voir plus haut). La réaction de
condensation de 1’indole-B-cétoamine 8 sur la tosylindoledione 9, dans les conditions décrites
par les auteurs ne conduit pas au composé 10 attendu, mais a des composés de type 19. Nous
avons généralisé cette réaction a des composés comportant comme substituant R1 aussi bien

des noyaux aromatiques que des groupements aliphatiques.

R 0] R, R, = aliphatique, aromatique
2%0 N\ R, = H, (CH5),NHBoc
+ e
NH, N
0 Ts
stoechiométrie 5/1 19 1 seul régioisomere

Il est & noter que dans cette réaction, un seul régioisomeére est obtenu.

B. Synthese totale de la wakayine

La synthése de la wakayine a été envisagée selon différentes stratégies qui ont été étudiées soit
alternativement, soit en simultané. Dans la mesure ou des le départ on a envisage de tester les

différents intermédiaires de synthese sur I’IDO, la plus grande diversité était recherchée.
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1. Premiere stratégie

Dans la mesure ou la wakayine et la tsitsikammamine ne différent, d’un point de vue de leur
structure, que par la nature de leur substituant aromatique, un indole pour la premiere et un
phénol pour la deuxieme, la stratégie qui nous a paru la plus évidente pour commencer a été
d’adapter la synthése de la tsitsikammamine en remplagant le 2-amino-1-(4-méthoxyphényl)

éthanol 11 par le 2-amino-1-(1H-indol-3-yl)éthanol 20.

H
N
NHBoc
7 (0]
P— OH + N
NH2 N
\
20 0O ,

wakayine

Obtention des synthons de départ
L’indoledione 1 est préparée a partir du schéma de synthese mis au point par Laurent

Legentil pour sa thése (Schéma 3).52

NHBoc
NHBoc
o) OMe CN
N\ CAN, CH3CN/H,0 pTsCl, NaH LAH, CH,Cl, N\
< B -
N TA, 15min, Et,0, N
T H
0 s OMe 26
27 R=H
EgCélo 1) Mel, CH,Cl,
2G> 28R=BOC ) 1y5cN, 1N TBAF/
THF, THF,
OMe OMe NMe,
CHO
CH3N02Y NH4OAC COZNH4, Pd/C \ MezNH, CHQO
AcOH, reflux, 1h AcOH,
NO, EtOH Reflux H
OMe 22 OMe 24
HNO3; fumant pTsCl, NaH
AcOH, 15 °C, THF, TA, 30 min

1h30,
OMe OMe O
CHO
N\ CAN, CH;CN/H,0 N\
21 N_ A, 15min, N,
Ts Ts
OMe OMe O o
30

Schéma 3 : Formation des indolediones
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Dans la premiere étape, le 2,5-diméthoxybenzaldéhyde 21 est nitrée par 1’acide nitrique fumant
dans I’acide acétique pour donner le dérivé 22. La seconde étape fait intervenir une réaction de
Henry consistant en ’attaque du nitrométhane sur 1’aldéhyde pour former, aprés élimination
d’'une molécule d’eau, le composé nitrovinyle correspondant 23. L’obtention du
diméthoxyindole 24 est réalisée par réduction cyclisante de 23 a 1’aide du formiate
d’ammonium en présence de palladium sur charbon. L’indole est ensuite mis en jeu dans une
réaction de Mannich pour donner quantitativement la gramine correspondante 25. Apres
quaternisation de la diméthylamine a I’aide de I’iodure de méthyle, la fonction nitrile est
rajoutée par réaction de substitution, a I’aide du cyanotriméthylsilane en présence de fluorure
de tétrabutylammunium pour conduire au composeé 26 avec un rendement de 90 %. Ce dernier
composé est tout d’abord réduit par I’hydrure de lithium et d’aluminium, 1’amine 27 ainsi
obtenue est protégée d’abord par le BOC donnant le composé 28 puis tosylée par le chlorure
de tosyle. Dans la derniere étape le dérivé 29 ainsi obtenu est oxydé par le CAN en quinone 1.
Au bilan ce premier synthon est obtenu en 9 étapes avec un rendement global de 18%. Il est &
noter que ce schéma réactionnel peut étre réaliseé sans probléme a une échelle consistant a partir

de 100 g de composé 21.

Le 2-amino-1-(1H-indol-3-yl)éthanol 20 est synthétisé selon la méthode de Oikawa et
al. (Schéma4).>® Aprés protection de la tryptamine par le BOC par action du di-tert-butyl
dicarbonate en présence de triéthylamine, le composé 31 résultant est oxydé par le DDQ pour
donner avec un rendement de 80% le dérivé 32. Ce composé est tout d’abord déprotégé par
I’acide trifluoroacétique pour conduire au composé 8. L’action du borohydrure de sodium sur

ce dernier composé conduit a 1’alcool 20.

% N N
N BOC,0, Et;N p DDQ p
CH,Cl,, THF/H,0
TA,1h30, TA, 1h30 o
. 31 32
tryptamine NH, NHBoc NHBoc
H N
TFA, CH,Cl, p NaBH, Y
TA, 2h, MeOH,
o OH
8 NH, 20
NH, 2

Schéma 4 : Synthése de [ 'hydroxyamine 20.
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Synthése
Comme attendu, le couplage de Michael de la B-hydroxyamine 20 sur I’indedione 1 dans

1’éthanol donne, de la méme fagon que pour la synthése de la tsitsikammamine, un mélange de

deux régioisoméres 34a et 34b dans un rapport 1 : 1, avec un rendement de 70 %.

H H
N N NHBoc
/ S / 0
(@) N 0]
20 + 1 — Y *

34a 34b

L’action du TFA sur ces composés a conduit @ un mélange de nombreux produits, ce qui nous
a amenés a protéger I’azote de 1’indole par un groupement tosyle. Cette protection est réalisée
sur la cétone 32 pour donner le composé 35, la fin de la séquence qui est la méme que

précédemment permet d’aboutir a ’hydroxyamine 37.

TsCl s i 1
S
N N N
32 2P~ TFA, CH,Clp _ _NaBH, P
CH,Cl TA, 2h, MeOH
OH
NHBoc 37 NH

Le couplage de Michael de cette hydroxyamine sur I’indoledione 1 donne les adduits 38a et
38b avec des rendements respectifs de 42 et 38% (Schéma 5). On isole aussi comme produit

secondaire 38c, pour lequel il est difficile de donner un mécanisme de formation.
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!
N N NHBoc Ts, NHBoc

a- abs EtOH, rt, 3h. b- TFA,CH,Cl,, t,
4h. c- abs EtOH, 4A mol sieves, reflux,
3h. d-1M NaOH, dioxane, rt, 12h.

Schéma 5 : Adaptation de la synthese de la tsitsikammamine

Ces composés sont cyclisés séparément par action de I’acide trifluoroacétique avec clivage
concomittant du groupement protecteur BOC pour donner les dérivés 39a et 39b. La
détermination de la structure de chacun de ces isoméres a été réalisée par RMN du 3C, & partir
de la régle empirique que nous avions définie lors de travaux précédents.>® En effet si 1’on
considere les déplacements chimiques des C=0 dans chacun des régioisomeres, on observe que
dans les régioisomeres de type a, on a Aco proche de 0 ppm, tandis que dans les régioisomeres

de type b, on a Adco ~ 12 ppm.

Malgré différentes conditions mises en jeu : i) MnO2, HCClIs, A, ii) 10% Pd/C, toluene, A, iii)

DDQ, THF/H20, TA, il n’a pas été possible d’aromatiser ce cycle a cinq chainons formé lors
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de la réaction précédente. Nous avons néanmoins poursuivi la séquence mise au point pour
aboutir a la tsitsikammamine. A partir du composé 39a, la formation du cycle & six chainons
pour achever la formation du motif pyrroloquinoline a été réalisée a reflux dans 1’éthanol sous
Argon, en présence de tamis moléculaire 4 A, permettant d’aboutir au dérivé 40a. Il est a noter
que si la réaction est menée a 1’air, on isole aussi le composé 41a. Les conditions de cyclisation
appliquees au composé 39b ne permettent pas la formation du cycle a six chainons mais ont
conduit aux derivé tritosylé 40b (65%) ou ditosylé 41b (28%). Une fagon d’expliquer la
formation de ces composés pourrait étre qu’une premiére molécule de composé 39b sert de
base pour déetosyler une deuxiéme molécule, on a a ce moment-la présents dans le milieu, les
composés 39b, 39b’ (correspondant a 39b detosyle) et le tosyl libéré. Ce dernier va pouvoir se
fixer sur I’amine terminale de ces composés donnant ainsi 40b et 41b respectivement, avec des

rendements dépendants de la cinétique de ces réactions. Il est par contre difficile d’expliquer

pourquoi cette réactivité est observée dans le cas du régioisomere 39b et pas dans le cas de
39a.

Ty 39a

39b
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Une explication pourrait étre que dans le cas du régioisomere 39a, on observe des interactions
pouvant étre stabilisantes (w-stacking) entre les deux groupements tosyles ce qui empéche la
migration de celui porté par le tricycle bispyrroloquinoline vers I’amine primaire. Cette
stabilisation n’est pas observée dans le cas de 1’isomeére 39b.

Pour nous affranchir de ce phénomene, nous avons essayé de cliver le groupement tosyle
préalablement a la réaction de cyclisation. Lorsque 39b est mis en réaction dans un mélange
dioxanne/NaOH 1N, on obtient le composé 42b. Ces mémes conditions de réaction appliquées
au composé 40b conduisent aussi a 42b. Nos tentatives pour cliver le groupement tosyle de
I’amine terminale, i) CsF/célite, CH3CN, A, ii) Li, naphtalene, THF, -78°C, se sont révélées

infructueuses.

Comme I’utilisation du groupement protecteur tosyle nous a menés dans une impasse, NOUS
avons envisagé de le remplacer par un BOC se clivant en milieu acide. La synthése de
I’indoledione 45 est réalisée en deux étapes a partir du dérivé diméthoxyindole correspondant
27. La premiére étape consistant en la protection des azotes par action du BOC,0 meéne
majoritairement au composé 43 attendu avec un rendement de 70% et on isole aussi 22% du
composé monobocqué 44. La deuxiéme étape consiste en 1’oxydation quantitative de 43 par le
CAN.

NH» NHBoc NHBoc
OMe OMe OMe
Boc,O
\ _ \ + \
N CH,Cl, N N
H : H 44
OMe 43 OMe Boc OMe
27
CAN NHBoc
CH,.CNH,0 N\ 9
A
N
o) Boc 45

Pour le moment, un seul essai de la réaction de couplage impliquant 1’indoledione 45 et

I’hydroxyamine 20 a pu étre réalisé selon les conditions décrites précédemment.
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oc
46b
NHBoc

Elle n’a pas conduit aux adduits attendus 46a et 46b, mais pour le moment cette réaction a été
réalisée sur de trop petite quantités pour en faire une analyse concluante.
Cette stratégie de synthese est toujours en cours d’étude, elle va se poursuivre comme indiqué

ci-dessous

47 48 49

On ne sait pas encore si cette voie va aboutir mais méme si ce n’est pas le cas, elle a conduit a
des composés d’intérét dans le cadre des inhibiteurs d’IDO1 qui seront traités dans le chapitre
4.

2. Deuxieme stratégie

La méthode de Baret et Roué*® décrivant la formation du deuxiéme cycle a5, (méme si, comme
on I’a vu plus haut, elle n’a pas donné le composé postulé par les auteurs), était inspirée d’une

réaction précédemment rapportée par Zhang et ses collaborateurs®.

ZT

H
N
0 /

51aR=H + ‘O —
51b R=Me NHR .4 EtOH

51cR=Ts o 50

S

-2

o) R = H, pas de réaction
53 R = Me
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Cette réaction met en jeu la tryptamine 5la ou la methyltryptamine 51b et la
méthoxynaphtoquinone 50 pour donner 1’adduit 52 sur lequel on fait réagir le DDQ dans I’acide
acétique pour conduire a la formation d’un cycle a cinq chainons. Si la réaction met en jeu la
tryptamine, on n’observe pas la formation de pyrrolonaphtoquinone, par contre si c’est la
méthyltryptamine, le dérivé 53 est obtenu avec un rendement de 78 %.

Pour notre part, nous nous sommes demandés, ce que cette réaction donnerait si la
méthoxynaphtoquinone 50 était remplacée par une indoledione. A ce stade, compte-tenu du
nombre d’étapes pour obtenir I’indoledione 1, nous avons choisi de travailler avec
I’indoledione 9, obtenue en 2 étapes (tosylation pour conduire a 30 puis oxydation par le CAN)
a partir de la diméthoxyindole 24, soit 5 étapes et un rendement de 44 % a partir du
diméthoxybenzaldehyde 21 (schéma 1).

H
N
o) /0
EtOH
51a ou 51b + N N
2h
N N N
e) Ts R e} Ts
9

R = H, 54a ou 54'a 55b ou 55'b
Schéma 6 : Méthode de formation du motif pyrroloquinoline inspirée de Zhang

Mée o T8

R = Me, 54b ou 54'b

L’addition de Michael est réalisée a la fois sur 5la et 51b (Schéma 6). Elle conduit & un
mélange d’adduits 54a/54’a et 54b/54°b respectivement. La réaction de 54b/54°b avec le DDQ
dans 1’acide acétique permet d’obtenir les produits attendus 55b et 55°b. Dans un premier
temps, nous avons voulu voir s’il était facile de cliver le groupement méthyle, méme si peu de
méthodes sont disponibles dans la littérature. Pour notre part, nous avons essayé, mais sans
succes, une réaction d’oxydation catalysée par des métalloporphyrines mimant 1’action du
cytochrome P450.°°

La deuxieme idée a été de remplacer le groupement méthyle par un autre groupement
protecteur plus facile a cliver. Pour cela, nous avons synthétisé la tosyltryptamine 51c, qui

malheureusement, ne s’est pas condensée sur I’indoledione 9.
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\ 56R1:H,R2:TS
N N 57R{=R,=Ts
R1 o) Ts

Nous avons alors essayé, d’introduire le groupement tosyle au niveau de 1’adduit 54a, mais
sans succes, car dans ce cas, c’est I’azote plus réactif du groupement indole qui est protégé
conduisant au dérivé 56. Nous n’avons pas réussi ensuite a tosyler ce composé pour former le
composé 57, ce qui nous a conduit a abandonner cette stratégie. Il est a noter toutefois, qu’elle
a permis de mettre a jour une nouvelle méthodologie pour construire le motif

bispyrroloquinone.

3. Troisiéeme stratégie

La troisiéme voie que nous avons investiguée pour préparer la wakayine, est basée sur la
réaction utilisée par Velu et al. en 2013, qui consiste a construire le motif bispyrroloquinone a

partir d’un acétal, d’une benzylindoledione et de triacétate de manganése.®’

© (BnO)Ph 0
Ph(OBn) A Mn(OAc); Y A\
+
OEt BnHN N CH;CN N N
EtO o Ts reflux, 40h Bn o Ts
12 80 %

Dans la suite de ce document, nous appellerons ce type de réaction « réaction de Vélu ». Cette

réaction procede selon un mécanisme radicalaire décrit dans le Schéma 7:
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EtO (OEt HN N -e, -H+ EtO N
én o) TS Ts 0 Ts

R 0 R O R
-e-, - H+ - EtOH
—— Et0 Y 22 ko N =R N
N “.‘ \ N \
Bh O Ts Bn O Ts Bn O Ts

Schéma 7: Mécanisme de la reaction de Velu

Le mécanisme est déclenché par I’attaque du doublet non liant de I’azote sur le carbone de
I’acétal, impliquant le départ d’EtOH. La formation d’un radical est initiée par le Mn(OAc)3 ce
qui entraine la cyclisation pour créer le cycle a cinq chainons. Enfin, I’étape de terminaison

consiste & aromatiser ce cycle avec le départ du second groupement EtOH.

Premiére réaction de Velu étudiée

Par rapport a notre problématique, dans la premiére réaction de Velu que nous avons étudiée,
nous avons remplacé 1’indoledione 12 par la NHBn-indoledione 58b et 1’acétal utilisé par cet

auteur par le tosylindole acétal 59.

NHBoc
Ts
/
N Mn( OA)
n c
/ . N
OEt BnHN N C|]::30N40h E N
59 OFt Ts reflux n e} Ts
80 % 60

La synthése de I’indoledione 58b, préalablement décrite par Velu et al., met en jeu I’action de
la benzylamine, dans un mélange éthanol/THF.%® Nous I’avons obtenue, pour notre part, par
action de la benzylamine dans 1’éthanol de I’indoledione 1 avec un rendement de 16 %. Il est
a noter que dans notre cas, nous obtenons aussi 19% de son régioisomere 58a.

L’acétal 59 a été obtenu a partir de I’acide 2-(1H-indol-3-yl) acétique (Schéma 8). Dans une

premicre étape, 1’acide de départ est estérifié dans un mélange éthanol/acide sulfurique pour

65



donner le composé 61. Cet ester est ensuite protége pour conduire au derive tosylé 62 qui est
réduit par le DIBAL-H & -78°C pour donner 1’aldéhyde 63 qui est immediatement mis en jeu
dans I’étape suivante. Dans la derniére étape, 1’acétal est obtenu par action de CH(OEt)3 dans
I’éthanol en présence de HBF4-SiO2 selon un protocole précédemment reporté par Kumar et

al.>® Au bilan, le composé 59 est obtenu en 4 étapes avec un rendement de 21%.

/Ts H
N N
Y, /
OEt
59 COOH
OFt EtOH
CH(OEt)s, EtOH, H,SO,4 cc
HBF4-SiO,
/TS /TS H
N DIBAL-H N - pTsCl, NaH, THF N
/' toluene, - 78°C / /
63 CHO 62 COOEt 61 COOEt

Schéma 8: Synthése de [’acétal 59.

La réaction de Velu entre 59 et 58a, n’a pas conduit a la formation de la bispyrroloquinone

attendue 60 ; aucune réaction n’est observée.

Deuxiéme réaction de Velu étudiée

(0] (0]
. N\ Mn(OAc);3 J N\
EtO °EL ok \ (13|H304Nh E‘ i 64
o 12Ts reflux, 48 n o Ts

La deuxiéme réaction de Velu que nous avons étudiée fait intervenir le 1,1-diéthoxyéthane et
I’indoledione 12. Ce dernier composé, par analogie avec la préparation de I’indoledione
précédente 58a, a eté obtenu par action de la benzylamine sur I’indoledione 9 conduisant aussi
de la méme maniére a son régioisomére 12°, le rapport isomerique étant de 27/73 et le

rendement de 84%. La réaction de Velu conduit a la bispyrrologuinone 64 avec un rendement
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de 62 %. Il paraissait opportun, a ce stade, dans le cadre de la mise au point de la synthése de
la wakayine de regarder s’il était possible d’introduire un halogéne pouvant permettre par la
suite de greffer d’autres motifs. Nous avons donc, mais sans succes, en utilisant différentes
conditions expérimentales, tenté de bromer ce composé 64 sur un, ou deux carbones en 3 des
azotes des cycles a 5 chainons. Dans la plupart des cas, on a obtenu des mélanges de produits

difficilement exploitables.

Troisiéme réaction de Velu étudiée

Tout naturellement, dans la réaction de Velu suivante que nous avons testée, 1’acétal
intervenant dans la réaction précédente a été remplacé par le 2-bromo-1,1-diéthoxyéthane. La

non plus, la réaction n’a pas permis de synthétiser le composé 65 attendu.

Q Br o
Br
+ N\ 74 N
EtG OEt  BohN N lél N 65
0) 12TS n o) Ts

Quatriéme réaction de Velu étudiée

Dans les stratégies de Velu envisagées précédemment, notre idée était que cette réaction
permette de construire le deuxiéme cycle pyrrole portant potentiellement le substituant indole
de la wakayine, la construction du motif pyrroloquinoline se faisant selon la stratégie mise au
point pour la tsitsikammamine. Devant le nombre d’échecs auxquels nous avons été confrontés,
nous nous sommes dit qu’il serait peut-étre judicieux que la réaction de Velu permette de
construire plutét le cycle a 5 chainons pouvant potentiellement induire la formation du motif
pyrroloquinoline. Pour cela, la réaction de Velu suivante que nous avons étudiée a fait

intervenir 1’acétal 66.

NHBoc
BnHN Mn(OAc)s
+
OEt CH3CN
EtO reflux, 40h
66 12I

BocHN

Il est préparé a partir de 1’acétal-amine commercial correspondant par protection de I’amine
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par le BOC avec un rendement quantitatif. La condensation de 66 sur la NHBn-indoledione 12

donne comme attendu la pyrroloquinone 67 avec un rendement de 64 %.

Cinguiéme réaction de Velu étudiée

Finalement, dans le méme esprit, la réaction de Velu qu’il reste a étudier va consister a

condenser 1’acétal précédent 66 sur la NHBn-indoledione 68b.

Ts
\
@
NHBOC o N\
‘ A Mn(OAc);
+ —_—
OEt  BnHN N CHZCN
EtO o Ts reflux, 40h
66 68b

Obtention du synthon 68b
L’indoledione 68b est synthétisée a partir du diméthoxyindole 70, préparée sur la base d’une

réaction de Suzuki entre 1’acide boronique 71 et le bromo-diméthoxyindole 72a.

Ts
\
N
oM N\ OMe
e B(OH), Br
68b p— O N — ©j\g + A\
N N N 72a
Ts Ts Ts
OMe 70

71 OMe

La synthese de I’acide boronique 71 a été effectuée en 3 étapes en reprenant le protocole mis
au point par Wang et Liu.%° L’indole est tout d’abord protégé sous forme de dérivé tosylé 73
qui est ensuite traité par le diacetate de mercure pour donner le composé 74. Dans la derniére
étape, 1’action sur ce dernier de BHs-tetrahydrofuran dans le THF, suivie d’une hydrolyse,

conduit a I’acide boronique 71. Le rendement global de cette séquence est de 82 %.
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Hg(OAc),

N THF anhydre N HCIO4 H,0O N THF anhydre

H 1h RT \ \ 1 h
indole 73 Ts 74 Ts

Le bromodiméthoxyindole 72a est obtenu en 2 étapes a partir du diméthoxyindole 24 :
bromation par le pyridinium perbromide®® dans la pyridine pour donner le
bromodiméthoxyindole 75 avec un rendement de 76 %. La protection de 1’azote de I’indole
sous forme de groupement tosyle par action du chlorure de tosyle en présence d’hydrure de

sodium conduit au composé 72a (rendement 77 %).

OMe OMe g,
A\ BPP, Pyridine , A\ NaH. TsCl 7223
N 4h RT N THF anhydre
\ \ 1h RT
OMe H OMe H
24 75

Dans le cadre de la these de Laurent Legentil, nous avions été amenés a mettre au point une
réaction de Suzuki analogue a celle étudiée ici. Elle faisait intervenir le méme dérivé bromé
72a, avec comme acide boronique, I’acide 1-(phenylsulphonyl)-3-indole boronique qui est un
produit commercial (125 euros/g). Compte-tenu du colt de ce composé, nous avons choisi,
dans le cadre du présent travail, d’utiliser 1’acide boronique 71 dont la synthése pour 1 g de
produit représente un co(t dix fois moindre.

Les conditions préalablement mises au point pour la réaction de Suzuki ont néanmoins été
reprises. La réaction entre les synthons 71 et 72a est menée a reflux dans le diméthoxyéthane
(DME) en présence de carbonate de césium en utilisant le palladium tétrakistriphénylphosphine
comme catalyseur. Le rendement de cette réaction en composé 70 est de 75 %.

L’¢étape suivante pour pouvoir réaliser la réaction de Velu va consister a préparer la NHBn-
indoledione 68b. Pour cela, 1’adduit de Suzuki 70 doit tout d’abord étre oxydé en quinone

correspondante 76.
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70 CoF;, 1,4-dioxanne.
H,O, RT

Aprés avoir testé différentes conditions d’oxydation : PIFA ou PIDA dans CH3sCN/H.0, CAN
dans CH3CN/H-0, nous avons repris les conditions utilisées par Laurent Legentil, mettant en
jeu le trifluorure de cobalt dans un mélange 1,4-dioxanne/H20O, méme si elles conduisent a la
quinone 76 avec un rendement modeste de 46 %. Celle-ci est ensuite mise en réaction avec la
benzylamine dans 1’éthanol a température ambiante, pour aboutir a I’indoledione 68a ainsi qu’a
son régioisomere 68b. Au bout de 48h de temps de réaction, le rapport régioisomérique estimé
par 'H RMN a partir du signal du CHz du groupement benzyle, est de 70/30, et le rendement
de cette réaction de 15 %. Comme nous avons attribué ce mauvais rendement a I’hétérogénéité
du milieu, la réaction a été conduite en milieu homogéne dans un mélange EtOH/CHCI;
permettant d’obtenir au bout de 24h, un rendement de 85 % mais sans changer le rapport
régioisomérique. La séparation des deux régioisoméres étant difficile, elle a d’abord été
réalisée par HPLC analytique sur un aliquote de la réaction de facon a pouvoir caractériser
séparément chaque isomere.

Dans le but de contourner le probléme de régiosélectivité qui meéne minoritairement au
composé d’intérét 68b, ce composé étant de plus, difficile a séparer de son régioisomere 68a,
nous avons exploré une autre voie de synthése pouvant permettre de conduire de fagon
univoque a 68b.

Ts

\
.
o N B(OH), OMe g,
68b —— N — ©\/\g + A\
MeO N N MeO N
21 Ts \ 72b
77

o Ts OMe T8
Pour cela, nous nous sommes inspirés d’une publication de Velu et al., décrivant les syntheses
des Makaluvamine D et Discorhabdin C. Dans ce travail, les auteurs préparent le composé
triméthoxyindole 78 qui permet ensuite d’obtenir la quinone correspondante. L’action d’une
amine sur cette quinone permet la substitution nucléophile du groupement méthoxy.>®
Dans notre cas, le but va étre de remplacer dans la réaction de Suzuki le dérivé bromé 72a par
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le dérivé bromé 72b pour former apres oxydation le synthon intermédiaire 77. L’action de la
benzylamine sur 77 devrait donner le composé 68b.
Nous avons pensé que 78 pourrait nous permettre de préparer 72b. Nous avons donc repris la

synthese du composé 78 réalisée a partir du 2,4,5-triméthoxybenzaldéhyde (Schéma 9).

OMe O OMe OMe
H NsCH,COOMe (79) X COOMe vianes \
—_— COOMe
NaOMe/MeOH N A
MeO MeO 3 MeO H
OMe OMe OMe
80 81
OMe OMe
1) NaOH A Ba(OH), A\
— > COOH - .
2) HClI MeO N A MeO N
H 82 H
OMe OMe 78

Schéma 9: Synthese du triméthoxyindole 78.

Celui-ci est mis en réaction avec le méthyl 2-azidoacetate 79, préparé par substitution
nucléophile a partir du dérivé bromé correspondant, pour donner le composeé 80. La cyclisation
de ce dernier dans le xyléne a reflux conduit a I’ester 81 qui est tout d’abord saponifié en acide
82, puis décarboxyle.

Nous avons ensuite tenté, mais sans succes, différentes conditions pour bromer le composé 78 :
i) pyridinium perbromide, ii) Br2 dans du DMF, ou encore iii) HIO3 avec du KBr ce qui nous
a conduits a revenir & la stratégie précédente.

Réaction de Velu

La réaction de Velu se fait alors entre 1’acétal 66 et le mélange des NHBn-indolediones 68a et
68b, en présence de triacétate de manganése dans 1’acétonitrile a reflux pendant 4 jours. Le
mélange d’adduits 69a et 69b est ensuite séparé des produits de départ n’ayant pas réagi, ceux-
ci etant de nouveau, mis en réaction. En opérant de cette maniére, on estime a 80 % le
rendement de cette réaction. A ce stade aussi, la séparation des régioisomeres est difficile, et
seul le régioisomére 69a, dont I’assignation structurale a été réalisée par RMN du 3C (voir

méthode plus haut), a pu étre obtenu pur.
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Fin de la synthese de la wakayine (Schéma 10)

L’étape suivante va consister tout d’abord a construire le cycle a 6 chainons du motif

pyrroloquinoline

A\
N\

84a ou 84b

(o) 85a ou 85b le} 86a ou wakayine

Schéma 10 : Derniéres étapes de la synthese de la wakayine.

Pour cela, comme pour la synthése de la tsitsikammamine A, le groupement protecteur Boc
doit étre clivé préalablement a la réaction de cyclisation opérée dans 1’éthanol absolu en
présence de tamis moléculaire et a reflux. Pour le moment, ces deux étapes ont été conduites
sur I’adduit de Velu 69a. La réaction de clivage du BOC conduit a I’amine libre attendue 83a
avec un rendement de 89%. Pour le moment la réaction de cyclisation a été réalisée sur une
tres petite quantité, les spectres protons et carbones du produit formé semblent en accord avec
ceux du produit attendu, mais ce résultat reste a confirmer.

Nous avons remonté suffisamment de matiére pour espérer aller au bout, méme si nous nous
sommes heurtés a différents problémes de reproductibilité de rendement en augmentant les
échelles des syntheses. A ce stade, nous disposons de 12 g de composés 70 et de prés de 1 g de
mélange d’isomeéres 69a et 69b résultant de la reaction de Velu. La question est de savoir
maintenant, si on opérera les étapes suivantes sur le mélange des deux isomeres en purifiant
juste un aliquote a chaque éetape pour caractériser chaque intermédiaire, ou si a une étape
donnée, les deux régioisomeres seront séparables pour qu’on puisse aller au bout de la synthese

a partir de chacun.

L’¢tude de la synthése totale de la wakayine a été envisagée selon trois stratégies
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différentes. Méme si pour le moment aucune n’a permis d’aboutir a la wakayine, celle inspirée
de la réaction de Wang (deuxiéme stratégie) a permis de mettre a jour une nouvelle méthode
pour construire le motif bispyrrologuinone tandis que les deux autres, la premiere basée sur
I’adaptation de notre schéma de synthése de la tsitsikammamine (premicre stratégie) et la

deuxiéme basée sur une réaction de Velu (troisieme stratégie) sont toujours en cours.
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Chapitre |11

Analyse structurale et docking
d’IDO1
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La tsitsikammamine A (ICso = 0,9 uM) et la wakayine (ICso = 1,53 uM) constituent un point
de départ intéressant pour définir de nouveaux agents anticancéreux dans la mesure ou elles
possedent une bonne affinité vis-a-vis d’IDO1. Une étude in silico des interactions entre
I’enzyme et des molécules analogues des deux pyrroloquinolines sera réalisée dans le but, a
partir de la comparaison des résultats in silico et in vivo de rationnaliser ces résultats pour
« designer » au mieux les futurs inhibiteurs potentiels. Nous menerons une réflexion quant aux
différences et a la complémentarité entre modeélisation et tests biologiques.

L’approche in silico qui utilise une méthodologie d'arrimage moléculaire (docking), s’ intéresse
aux interactions entre la molécule et le site actif d’une enzyme, dans notre cas. L’affinité de la
molécule pour cette derniere est calculée sous différentes formes (énergies de liaison, scores
de docking, descripteurs...) et est ultérieurement comparée a des données expérimentales
(constantes d'association-dissociation, constante d'inhibition, pourcentages d'inhibition, ...) de
maniére a définir des relations structure-fonction.

Malgreé le c6té rationnel de cette séquence, il ne faut pas perdre de vue que certains composés
pourront étre choisis en fonction d’autres raisons telles que : la facilit¢ de synthése, les

convictions du chimiste, la difficulté d’étude par des méthodes d’arrimage.

A. L’indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO1)
1. caractéristiques
L’IDO est une héme-enzyme intracellulaire qui catalyse la premiére étape, qui est aussi

I’étape limitante, de la voie de catabolisme du tryptophane (Figure 16).

X
o
0o
OH OH Y4
NH; NH
N\ Oz ?
% O
N NHCHO
0o
L. OH
Tryptophane N-formylkynurénine O™ “OH
Heme-fer

Figure 16 : réaction catalysée par I'IDO

L’IDOI1 n’est pas la seule enzyme a remplir le réle de dégradation du tryptophane, elle possede

en effets 2 isoenzymes. La premiére 1’IDO2, trés proche d’un point de vue structural (méme
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masse de 45kD et 43% de similitude dans leur séquence®?) est aussi une enzyme héme
monomérique, qui se localise seulement dans le foie et les reins. L’autre iso-enzyme est la TDO
(tryptophane-2,3-dioxygenase), mais a la différence des deux autres, c’est une protéine

tétramérique constituée de 2 sous-unités identiques avec une masse de 167 kDa.

Comme son nom I’indique I’IDO1 appartient a la classe des dioxygénases, celles-Ci étant des
enzymes oxydoréductases. De la génération énergétique d'adénosine triphosphate (ATP), a la
dégradation de xénobiotiques, l'utilisation du dioxygéne comme oxydant biologique est
largement répandue et variée. Dans le cas des monooxygénases, un seul atome de dioxygene
est incorporé dans le substrat, l'autre étant réduit en une molécule d'eau. Les dioxygénases,
elles, catalysent I'oxydation d'un substrat sans la réduction d'un atome d'oxygéne en une
molécule d'eau.

Les dioxygénases de fer mononucléaires, ou les dioxygénases non heme-dépendantes, utilisent
toutes un fer catalytique unique pour incorporer un ou les deux atomes de dioxygene dans un
substrat. Malgré cet événement d'oxygénation commun, les dioxygénases de fer
mononucléaires sont diverses dans la fagon dont I'activation du dioxygéne est utilisée®. Par
exemple, le clivage des liaisons C-C, I'hydroperoxydation des acides gras, le clivage des
liaisons C-S et I'oxydation du thiol sont toutes des réactions catalysées par les dioxygénases de
fer mononucléaire.

Alors gue la plupart des dioxygénases dépendantes du fer utilisent un cofacteur de fer non
hémique, l'oxydation du tryptophane en N-formylkynurénine est catalysée soit par la
tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO) soit par I'indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO1), qui sont
toutes les deux des héme-dioxygénases.

La TDO est tryptophane spécifique tandis que ’IDO1 peut oxyder un large éventail de substrats

contenant un motif indole tels que la mélatonine, la sérotonine ou la tryptamine.

2. Mécanisme enzymatique

Plusieurs mécanismes sont postulés pour la réaction de clivage oxydatif du tryptophane,
par le dioxygene en position 2,3, pour donner la N-formylkynurénine, mais a ce jour, aucun
n’est admis avec certitude.®* Différentes études réalisées sur une période de 50 ans, aménent a
penser que 1’oxydant actif pour induire le clivage est un adduit héme-superoxyde. Deux
mécanismes différents sont postulés pour I’expliquer, soit une addition électrophile, soit une

addition radicalaire.
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Addition électrophile :

0 (0]
Oy—oH / on n on
= NH
Hb’) NH, H/Clll) ) 2
(0]
20 o~
NH, 0, 0% of
> - > —Fel— — » —Fe'-
N
H

Le doublé non liant de 1’azote va rabattre ses électrons en alpha de celui-ci. Puis les électrons
de la double liaison vont attaquer un oxygene du dioxygene, qui va a son tour faire une liaison
avec I’atome de fer de I’héme. Dans un second temps, le fer restitue 1’exces électronique

accumulé, ce qui vient rompre la liaison O-O, formant, par un transfert électronique, 1’époxyde.
Addition radicalaire :

@) )

0 5 OH i OH
OH |
HN— )y NH, HN ) NH,
5 %)
NH, 0, 0 o)O
\ _— _F/elll_ _(;/elll_
N >
H

La double liaison du tryptophane va subir une coupure homolytique entrainant la formation
d’un radical sur le carbone le plus substitué et une liaison entre le dioxygéne et le Fe'!
préalablement associés. Dans un deuxieme temps, la liaison O-O va se rompre de maniere
homolytique pour former une fois encore I’époxyde et le Fe**=0.

Curieusement, comme on peut le noter, ces deux mécanismes de clivage générerait un méme
intermédiaire clé Fe'V=0. Pour finir on aurait le retour du Fer au degré d’oxydation 2 et la

formation du kynurénine grace a I’ouverture du cycle époxyde.

H,N.  OH
6] ©5 o,
HN— H. _NH
Y on W S Aoy
o o) NH, NH,
_fI:Ielv‘ —_—> —Fe”— _— _Fell_
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3. Mécanisme d’inhibition
Différents types d’inhibition ont pu étre observés pour I’IDOI1 selon les différents inhibiteurs :
compétitif, non compétitif, irréversible, etc... ceux en essais cliniques sont décrits dans le

Tableau 1 (p. 44).%

B. Etude structurale de I’'IDO1

1. Collection de structures et architecture d’IDO1

Cette étude in silico a été réalisée grace a la disponibilité de structures de I’'IDOI,
complexées-avec différents ligands (ligandées) et étudiées par cristallographie RX. Ces
structures sont disponibles dans la Protein Data Bank % (PDB). La collection de structures est
établie a partie du domaine UniProt P14902 ® (12301_HUMAN) qui correspond a IDO1.
Dans la premiére structure RX, reportée en 2006 (Figure 17)%, 1’enzyme a été cristallisée avec
le 4-phenylimidazole (PIM) avec une résolution de 2,3 A. Dans cette structure, on observe la
présence d’un agent de cristallisation : le NHE (2-[N-cyclohexylamino]ethanesulfonic acid).
La structure globale de I'IDO montre deux domaines hélicoidaux avec I'héme entre eux. Une
analyse avec des mutations sur I’IDO montre qu'aucun des résidus d'acides aminés polaires
dans la poche distale de I'néme n’est essentiel a l'activité, ce qui suggére que contrairement aux
monooxygeénases contenant de I'neme (par exemple, la peroxydase et le cytochrome P450),
aucun groupe protéique de I'TDO1 n'intervient dans 1’activation du dioxygéne. A ce jour 43

structures RX sont a dénombrer.
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Figure 17 : Premiere structure RX d’IDOI avec une molécule de PIM, on observe 2 fois
[’enzyme (maille cristalline) avec la présence de NHE (2 molécules). Cette structure se trouve
sous la référence : 2DOT.
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Figure 18 : Coupe de [’'enzyme IDOI, on observe dans le cercle rouge [’héme fer. Dans le
cercle bleu on observe une poche du site actif : A, et en vert une seconde poche : B. La fleche
orange indique [’entrée du site actif.

L’IDOI1 posséde un site actif relativement profond composé de deux poches hydrophobes qui
seront respectivement appelées poche A et B. La poche B est proche de 1’entrée du site actif,
la poche A ce trouve un peu plus en profondeur, elle contient I’héme fer (Figure 18)%. Le but
pour obtenir une inhibition va donc étre de faire des molécules qui remplissent au mieux ces
poches tout en ayant des interactions avec I’heme fer et des interactions potentielles avec des
acides aminés proches du site actif.

C’est grace a ce type d’instantanés que 1’on peut faire des expériences d’arrimage moléculaire
pour essayer de trouver de potentiels inhibiteurs. Il faut cependant garder a I’esprit que la
modélisation n’est qu’un outil, doté d’une certaine résolution, dépendant de paramétres de

calcul et de la fiabilité de structures RX. Dans notre cas, cette approche permet d’expliquer des
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résultats, poser des questions et nous aider dans la conception de nouvelle molécule. En
rappelant que toute expérience in silico devrait étre croisée avec des résultats expérimentaux,
de maniere a dégager des relations structure-fonction pour aller vers des approches plus
prédictives.

Chaque structure RX est différente au vu de la dynamique de I’enzyme en milieu biologique.
Il existe donc des variations structurales qu’il faut prendre en compte pour essayer de
rationaliser ces différences. Dans le cas d’IDO1 elle posseéde en plus une chaine latérale mobile

(Figure 19).

Figure 19 : L’IDOI avec [’héme fer.

L’enzyme est en gris avec son cofacteur, I’héme fer en surbrillance (vert). On observe au bout
de la fleche orange une partie de la molécule qui n’apparait pas (non résolue) dans la structure.
C’est une chaine latérale mobile d’une longueur de 19 acides aminés, elle peut éventuellement

venir fermer le site actif qui peut donc avoir plusieurs conformations.
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C. Analyse structurale

1. Principes

I1 s’agit d’une démarche qui se déroule en plusieurs étapes :
- La recherche des structures cristallisées des protéines publiées dans la littérature et dans la
base de données PDB (Protein Data Bank) d’acces libre sur internet.
- La préparation et I’alignement des structures pour 1’étape d’analyse. Il s’agit de séparer les
unités asymeétriques (chaines cristallisées) et de les comparer entre elles, de maniere a disposer
d’une ou de plusieurs structures (monomeres) représentative de 1’entrée (structure globale)
PDB. Sont retenues celles qui présentent des différences (structurales, cofacteurs, ligands ...)
au niveau du site actif. Puis ces monomeéres sont alignés contre une structure de référence, de
manicre a disposer d’une collection de structures dans le méme référentiel tridimensionnel.
Une des résultantes de cet alignement est que les autres molécules (ligands, cofacteurs, eau ...)
sont également alignées. Ce qui permet de comparer leur placement (position, orientation,
topologie) ou leurs réseaux d’interactions et d’en tirer différentes informations telles que des
positions privilégiées et conservées sur I’ensemble de la collection de structures.
- Le regroupement de structures de I’enzyme. Ici nous sommes dans le cas d’une enzyme
flexible ou le site semble acquérir une adaptation induite au ligand. Des lors, le site de liaison
aura différentes topologies et réseaux d’interactions. Il faut donc regrouper les différentes
structures (sous forme de cluster) par rapport a ces éléments structuraux et éventuellement les
corréler a des ligands et a leurs propriétés. La méthodologie correspondante est décrite dans la
suite.
- En ce qui concerne I’arrimage moléculaire, le choix d’une ou de plusieurs structures (dites

canoniques) représentatives de chaque cluster.

2. Préparation et alignement des structures
En 2020, la PDB inclue 48 structures ligandées (heme ou inhibiteur), une fois toutes les
structures collectées, elles sont superposées pour obtenir une représentation du site actif qui
nous donne le plus d’informations possible en termes d’invariants et de fluctuations, a la fois
pour le placement et les interactions coté ligands et la dynamique structurale (déformations
et flexibilité) de la protéine. Ce travail utilise essentiellement le logiciel UCSF/Chimera .
Les structures sont éclatées selon le nombre d’unités asymétriques ce qui génére un nombre de

chaines (unités asymétriques ou monomeres) par structure, soit a la main avec un éditeur de
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texte soit en utilisant Discovery Studio Visualizer 2016 (DSV) °. Il faut également repérer les
molécules qui sont dans le site de liaison, a éliminer les chaines qui ne présentent pas une
structure résolue dans le site, de maniere a obtenir un index des monomeres, permettant leur
annotation par la suite. Ce travail a produit 52 structures de chaines protéiques. Parfois deux
chaines sont présentes pour une méme structure, si elles présentent suffisamment de
différences.

Une fois ce travail réalisé une banque de données simplifiée et éclatée, sera préte a étre utilisée.
Une étape d’alignement structural, dans le méme espace de coordonnées, de tous les
monomeres obtenus est primordiale pour la comparaison des invariants structuraux, en
particulier au voisinage du site actif. Cet alignement est réalisé avec le module Matchmaker ’*
de Chimera qui combine une méthode d’alignement de séquences et d’alignement structural.
Chaque chaine est alignée contre la chaine A de la structure 2DOT (formellement 2D0Ta) puis
comparée vis-a-vis de 2D0Ta et des monomeres.

3. Regroupement des structures

Les structures sont alignées, mais il est souvent difficile de comparer, a I’ceil et en 3D,
des nuages de points (les atomes de la structure) ou des surfaces moléculaires. Il est nécessaire
de définir un point de vue pertinent (une projection selon un plan de coupe) et des descripteurs
de maniere a simplifier ’analyse et faciliter un point de vue global.
Dans le cas d’IDO1, nous avons utilis¢ une superposition des sites selon un plan de coupe, qui
nous donne une idée de la topologie dans I’axe sagittal (dans la grande longueur des ligands).
Si les structures sont trés similaires (ce qui est le cas de cette enzyme), les sites de liaisons
apparaitront alignés et alors les ligands le seront aussi, ce qui permettra de procéder aux
différentes comparaisons structurales, au niveau du site de liaison (conformation, résidus,
molécules d'eau ...) et au niveau des ligands (interactions, pharmacophores ...) co-cristallisés.
Nous avons également généré des descripteurs, ils concernent les structures (occupation de
poches par exemple) et les ligands (forme, topologie, interactions ... ). Idéalement les
descripteurs sont définis d’une mani¢re indépendante, et servent a la classification des
structures. Si le choix des descripteurs induit un regroupement des structures (mieux, s’il
éclaire sur de possibles relations structure-fonction) on considére que 1’analyse structurale a
probablement un bon niveau de pertinence et de description du systeme.
Une fois ce travail fait, dans le cas d’IDOI1, les structures ont pu étre regroupées en plusieurs
clusters (A a E). Nous discuterons ici que des groupes qui sont ligandés et dont la structure du

site actif est de type ouvert. Une fois que les groupes sont établis, on a pu retenir une structure
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de monomeére par groupe.

4. Elément de comparaison des structures
Le long de ce méme axe sagittal on définit des quadrants pour I’occupation par le ligand

(Figure 20).

Figure 20 : Définitions des quadrants le long de [’axe sagittal

Cette méthode, peut apparaitre simpliste au premier abord, mais si les quadrants sont choisis
d’une maniere pertinente (en connaissant le systéme et non par le hasard d’un systeéme de
coordonnées), elle produit généralement des résultats trés intéressants en termes de
représentation cognitive des ligands.

Par exemple on peut immédiatement faire la différence entre un ligand B(A) comme le PIM
(essentiellement centré dans le cercle rouge) et un ligand plus grand ou positionné vers 1’entrée
du site, qui inclura les quadrants CDE comme le 5PJ de 5EK2a. De méme un ligand occupant
la place de I’héme inclura les quadrants A2, H2.

On utilise également le signe + pour exprimer 1’extension d’un ligand dans une direction, par
exemple +B si le ligand développe une partie dans la direction AB ou H2+ s’il dirige un

substituant important vers une poche au fond du site (sous le quadrant H2).
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Figure 21 : définition des zones d’occupation par les ligands

On annote la liste des structures par la présence de ’héme ; par I’occupation d’une zone par un
ligand (S1 a I’entrée du site, S2 au centre du site, S3 au fond du site) et par la présence d’une

liaison de coordination vers I’héme, par la présence d’un cycle vis-a-vis de I’héme (Figure 21).

5. Regroupement des structures enzymatiques

Les descripteurs sont comparés entre eux et vis-a-vis des structures, de maniere a définir
5 clusters principaux [A a E] qui présentent des analogies croisées et regroupent des structures
dont le site de liaison et le ligand présentent des analogies croisées. Ces clusters sont définis
par des comparaisons visuelles et des données topologiques (ouverture du site actif, présence
d’héme ou non, volume du site actif, occupation spatiale du ligand...). On distingue également
des sous-clusters (par exemple [A, AL, A2]) qui présentent quelques variations dans le groupe,
ou qui sont suffisamment distinguables notamment pour 1’ouverture du site actif (OPEN contre
OPEN-+, respectivement pour [A] et [Al]). Puis chaque cluster/sous-cluster d’intérét est défini
par une structure représentative, par exemple 5EK2a pour le cluster [Al] et 2DT0a pour [A].
Le tableau 2 regroupe ces informations. Prenons le cas du cluster [A], traduit en langage
courant, ce groupe est de type OPEN (le site de liaison est bien ouvert mais moins que [Al]
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qui est OPEN+), il comporte 10 chaines, les parties S1-S2 du site sont occupées (entree et
centre du site en vis-a-vis de I’héme), I’héme est toujours présent, les ligands occupants sont
de type B(A)CDE (a I’exception de PIM isolé qui est B(A)). Autrement dit, des ligands qui ont
une enveloppe commune avec le PIM (ex : 2D0Ta) mais qui s’étendent vers 1’entrée du site.
L’intérét de ces descripteurs est qu’ils permettent d’avoir une vision globale et précise, a ’aide
de quelques informations.

Ces descripteurs peuvent étre étendus en utilisant des descripteurs chimiques calculés (masses
moléculaires, nombre de torsions, indices topologiques tels que Wiener, logP...) de maniére a
aller vers un systéeme SAR. Dans le cas d’IDO1, ces quelques indices nous permettent de définir
les clusters et de choisir, d’'une maniére rationnelle (avec une vue globale sur les complexes

protéine-ligands connus), la ou les structures qui seront utilisées pour le docking.

6. Classification des structures
Les différentes structures sont reportées dans le tableau 2. L’ordre de classement est
identiqgue a celui de la PDB (important pour retrouver les structures. Les références

bibliographiques correspondantes sont indiquées dans le tableau en annexe.

Struct Année | NoR | Res | Eu- Surface | HétC | Dative | Topologie Héme | Cluster | Sites
ligands
2D0Ua | 2006 r1 340 | CYN, OPEN N:Fe (A) HEM
2NHE
2D0Ta 2006 r1 2.30 | PIM, OPEN Hc5 | NiFe B(A) HEM
2*NHE
4PK5a | 2014 r2 279 | PKJ OPEN+ | Hc5 | N:Fe +B(A)CDE HEM
4PK5b | 2014 r2 PKJ OPEN+ | Hc5 | N:Fe +B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
4PK6a | 2014 r2 345 | PKL OPEN+ | Hc5 | N:Fe +B(A)CD HEM | [A1] $1-S2
4PK6b | 2014 r2 PKL OPEN+ | Hc5 | N:Fe +B(A)CD HEM
4U72a 2015* | - 2.00 | PIM, OPEN+ | Hc5 | N:Fe B(A) HEM
2*NHE
4U74a 2015* | - 2.31 | PIM, OPEN Hc5 | NiFe B(A) HEM
2*NHE
6AZWa | 2018 r3 2.78 | C51 OPEN* +B1(A1)H2+ HEM
6AZVa | 2018 r3 2.75 | C4V OPEN* +B(A1)A2H2+ | HEM
6AZUa | 2018 r3 282 | - FLAT HEM
5EK4a | 2016 r4 2.64 | 5PF OPEN+ | He5 | N:Fe B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
5EK3a | 2016 r4 221 | 5PK OPEN+ | He5 | N:Fe B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
5EK2a | 2016 r4 2.68 | 5PJ OPEN+ | He5 | N:Fe B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
5ETWa | 2016 r4 2.70 | XNL OPEN+ | Hc6 | (N):Fe | B(A)CDE HEM
6CXVa | 2018 ro 260 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP,
ZCW
6CXUa | 2018 ré 249 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
6DPRa | 2018 r7 3.20 | H7P ? (psd) CDE+ HEM
6DPRb | 2018 r7 H7P OPEN* B(A1)H2+ -
6DPQa | 2018 r7 2.94 | 2*GOL CLOS+ {C} HEM
6DPQb | 2018 r7 H7P, OPEN* B(A1)H2A2 -
2*GOL
6E35a 2018* | - 241 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
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6E35b | 2018° | - CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
6E46d | 2018 | 18 | 2.09 | TRP CLOS++ B(A)CD HEM
6E45a | 2018 | r8 | 2.00 | 2°GOL | FLAT {E+) HEM
6E45H | 2018 | 18 - FLAT - HEM
6E40a | 2018 | 18 | 2.31 | BBJ OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM
6E42c | 2018 | 8 | 2.10 | HQJ OPEN | Hc5 | NFe | B(A) HEM
6E4la | 2018 | 18 | 2.29 | HQS OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM
6E41b | 2018 | r8 HQS OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM
6E44a | 2018 |18 | 190 | - FLAT - HEM
6E43a | 2018 | r8 | 171 | HQM, | OPEN# B(A1)H2A2C2 | -
BEZ
6F0Aa | 2018 | 19 | 2.26 | C82 CLOS++ | Hc5 | NFe | +B(A) HEM
6PUTb | 2019 | r10 | 243 | OY4 OPEN+ B(A)CD+ HEM
6PZ1b | 2019 | r11 | 265 | 2°AOJ | CLOS++ B(A)C HEM
6R63b | 2019 | r12 | 2.89 | 2JTB CLOS++ | Hc5 | NFe | B(A) HEM
6TUEC | 2020° | - 261 | K FLAT+ {E} HEM
6MQ6a | 2018 | 17 | 3.05 | GOL FLAT ©) HEM
6MQ6b | 2018 | 7 H7P, OPEN* B(AT)H2+ -
2'GOL
6KW7a | 2020 | r13 | 3.02 | DYC OPEN+ | Ho5 | NFe | +B(A) HEM
6KOFa | 2020 | r13 | 2.26 | DO9 OPEN+ | Ho5 | N:Fe | +B(A)CDE HEM
6KPSa | 2020 | r13 | 2.25 | DU6 OPEN+ | Ho5 | N:Fe | +B(A)CDE HEM
6V52a | 2020 | r14 | 1.78 | QPV OPEN B(A1)H2+ -
5WHRa | 2017 | r15 | 2.28 | AOJ CLOS++ B(A)CD HEM
603la | 2019 | r16 | 2.69 | LKP OPEN+ | Ho5 | N:Fe | B(A)CDE HEM
5XEla | 2017 | 5 | 3.0 | IUU OPEN NO:Fe | B(A)C HEM
5WMVa | 2017 | r17 | 260 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
5WMUa | 2017 | ri7 | 240 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
5WMXa | 2017 | ri7 | 2.69 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
5WMWa | 2017 | ri7 | 3.03 | CYN, CLOS++ B(A)CD HEM
TRP
5WN8a | 2017 | ri7 | 2.50 | BBJ OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM
6WJY | 2020 | r18 | 1.91 | U41 OPEN B(A1)H2+ -

Tableau 2 : Classification des structures : en cyan, la structure utilisée comme référence dans
les alignements 3D (Matchmaker/ UCSF Chimera), en jaune la structure utilisée pour le
docking, (ces choix seront justifiés par la suite). Nb : les données ont été mises a jour le
26/08/2020.

7. Choix des structures de référence
Dans un premier temps 1’analyse de chaque cluster se fait par superposition de tous les
ligands appartenant a ce cluster, puis on note les différentes interactions avec le site actif de
I’enzyme.

Cas du cluster [A]

Le tableau 3 regroupe les structures appartenant au cluster [A]. On a pour toutes:
- Une surface de type OPEN et la présence de I’héme
- Une interaction de I’heme (Fe ou/et azote des cycles) avec le ligand
- Une interaction avec SER263 (liaison hydrogene)

- Une interaction nw avec PHE163 vers un cycle aromatique du ligand
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- Une occupation de la cavité avant (S1 : entrée du site) et centrale (S2 : au-dessus de ’héme)

avec une topologie B(A) qui peut s’étendre jusqu’a E (CDE).

Struct | Année | NoR | Res | Eu-ligands | Surface | HétC | Dative | Topologie Héme | Cluster

2D0Ua | 2006 r1 340 | CYN,2NHE | OPEN N:Fe (A) HEM

2D0Ta | 2006 r1 230 | PIM, OPEN He5 | N:Fe B(A) HEM
2*NHE

4U72a | 2015* | - 2.00 | PIM, OPEN+ | He5 | N:Fe B(A) HEM
2*NHE

4U74a | 2015* | - 2.31 | PIM, OPEN He5 | N:Fe B(A) HEM
2*NHE

6E40a | 2018 r8 231 | BBJ OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM

6E42c | 2018 r8 210 | HQJ OPEN He5 | N:Fe B(A) HEM

6E41a | 2018 r8 229 | HQS OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM

6E41b | 2018 r8 HQS OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM

5XE1a | 2017 r5 320 | IUU OPEN NO:Fe | B(A)C HEM

5WN8a | 2017 r7 | 250 | BBJ OPEN NO:Fe | B(A)CDE HEM

Tableau 3 : analyse du cluster [A]

Lors de la superposition des ligands, on observe 4 interactions majeures : mrt stacking
(PHE163) vers C6 aromatique ; ARG231 vers SO3 ; Héme (COOH) vers NH (chaine du ligand)
; SER263 vers NH substitué (cas de IUU) ; Heme (Fe + N aromatiques) vers N-OH ou N
(aromatique, cyanide) du ligand (Figure 22).

Ligand (N) - SER263
\
Ligand (N)— HEM (COOH)
\

Ligand (N, NO) - HEM (Fe, N hetcycl)
Ligand (SO) - ARG231

Figure 22 : superpositions des ligands du cluster [A]
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La référence choisie est donc PIM avec 2 moléecules de NHE car elle possede toutes les
interactions nécessaires, avec une résolution suffisante (il s’agit d’un choix arbitraire, qui n’est
pas seulement basé que sur des données structurales, qui tient aussi compte de la suite du
processus, notamment les calculs d’arrimage moléculaire).

(¢}

| H
TN N
O o

NH

Molécules PIM et NHE

Cas du cluster [Al]
Les clusters [Al] et [A2] sont homogenes (de structure trés proche), proches de [A], de type

ouvert (OPEN) et méme un peu plus ouvert (classe OPEN+) dans le cas de [Al]. Par rapport
au cluster [A], la colonne topologie montre qu’il s’agit de ligands plus grands, ils incluent B(A)
comme le cluster [A], mais presque systématiquement CDE, vers I’entrée du site. Dans le cas
de [A] seuls les ligands HQS et BBJ étaient de type B(A)CDE, les autres occupations de

I’entrée se faisaient par des molécules additionnelles.

Struct Année | NoR | Res | Eu-ligands | Surface | HétC | Dative | Topologie Héme | Cluster | Sites
4PK5a | 2014 r2 2.79 | PKJ OPEN+ | Hc5 | NiFe +B(A)CDE HEM | [A1] $1-82
4PK5b | 2014 r2 PKJ OPEN+ | Hc5 | NiFe +B(A)CDE HEM | [A1] $1-82
4PK6a | 2014 r2 345 | PKL OPEN+ | Hch5 | N:Fe +B(A)CD HEM | [A1] $1-S2
4PK6b | 2014 r2 PKL OPEN+ | Hch5 | N:Fe +B(A)CD HEM | [A1] $1-S2
5EK4a | 2016 r4 2.64 | 5PF OPEN+ | Hc5 | N:Fe B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
5EK3a | 2016 r4 2.21 | 5PK OPEN+ | Hc5 | N:Fe B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
5EK2a | 2016 r4 2.68 | 5PJ OPEN+ | Hc5 | N:Fe B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
5ETWa | 2016 r4 2.70 | XNL OPEN+ | Hc6 | (N):Fe | B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
6PU7b | 2019 M0 | 243 | OY4 OPEN+ B(A)CD+ HEM | [A1] §2-S3
6KW7a | 2020 rM3 | 3.02 | DYC OPEN+ | Hc5 | N:Fe +B(A) HEM | [A1] S1
6KOFa | 2020 r1M3 | 226 | DO9 OPEN+ | Hc5 | N:Fe +B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
6KPSa | 2020 r3 | 225 | DU6 OPEN+ | Hch5 | N:Fe +B(A)CDE HEM | [A1] $1-S2
603la 2019 M6 | 269 | LKP OPEN+ | Hc5 | N:Fe B(A)CDE HEM A1 $1-S2
6V52a 2020 rM4 | 178 | QPV OPEN B(A1)H2+ - $2-S3
6WJY 2020 M8 | 1.91 | UM OPEN B(A1)H2+ - [A2] $2-S3

Tableau 4 : Formation du cluster [A]

Les surfaces [A], [Al] et [A2] sont trés proches. Les surfaces [Al] sont un peu plus ouvertes
(OPEN+) que les surfaces [A], notamment a cause de ligands plus longs dans les quadrants B-
B1, ce qui ouvre la poche P1. Les surfaces [A2] ont la poche P3 fermée, car ’héme n’est pas
présent et la proteine est repliée.

Le cluster [A1] (Figure 22) est associé a un sous-cluster [A2] proche des clusters [D] et qui
inclut de grands ligands (QPV, U41) occupant les zones S2 et S3 (poche P2) donc le fond du
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site (pas I’entrée). Les ligands QPV:6V52a et U41:6WJYa ont tendance a avoir la méme
enveloppe 3D.

A la vue de la classification et des options choisies pour la conception des ligands (occupation
de I’entrée du site : zones S1-S2, présence du ligand), le cluster [Al] (Figure 24) est le plus
intéressant pour le docking en termes de potentialités (un peu plus ouvert que le cluster [A]

(Figure 23) et sans anomalies particuliéres).

Figure 23 : Cluster [A] Figure 24 : Cluster [Al]
OPEN / 2D0Ta (utilisée pour I'alignement OPEN++ / 5EK2a (utilisée pour le docking). P1 et P3
structural). P1 fermée, P3 ouverte, présence de ouvertes, présence de [’héme. Zones préférentielles

[’héme. Zones préférentielles S1-S2. Ligands de type : S1-S2. Ligands de type : {+}B(A)CDE.
B(A){CDE}.

Différentes structures peuvent étre utilisées pour représenter le cluster [Al], on utilise 5EK?2a,
De méme que précédemment, il posséde toutes les interactions nécessaires, une résolution
moyenne, proximités dans la structure chimique des ligands, une partie non résolue de

I’enzyme trés faible, il est donc notre choix (arbitraire).

s)

o 4\\

Molécule de 5EK2a
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8) Choix de la structure utilisée pour I’arrimage moléculaire

Les méthodes d’arrimage moléculaire s’appliquant a une enzyme, il faut donc disposer
d’une structure 3D, si possible compléte. Mais lorsque plusieurs structures sont disponibles
dans la PDB, la question se pose de savoir laquelle choisir. Plusieurs possibilités existent, par
exemple choisir la structure la plus complete ou ayant la meilleure résolution. Dans certains
cas, ces approches ont du sens, mais si un grand nombre de structures est étudié, il est plus
intéressant de toutes les analyser en profondeur, de maniéere a obtenir une ou des structures les
plus représentatives de I’ensemble ou de la diversité de la collection.
Dans la mesure ou ici, nous disposons déja d’une analyse structurale, nous utiliserons la
structure représentative d’un cluster pour 1’arrimage moléculaire. Nous nous orientons vers
S5EK2a et le cluster [A1] pour les raisons évoquées précédemment mais aussi par le fait qu’il
s’agit de I’inhibiteur le plus efficace de la collection puisqu’il possede une activité de 1’ordre
du nanomolaire.
A partir du moment ou la structure est choisie, on peut travailler sur le paramétrage du docking.
Sachant que les structures de ligands sont peu flexibles (peu d’angles de torsions et de chaines
aliphatiques) et comportent beaucoup de multi-cycles plans, on pourra se diriger vers des
algorithmes GPU-based pour les calculs. Ceux-ci sont plus rapides que les CPU (de 10 a 100
fois), ils sont dédiés au criblage de molécules mais fonctionnent également bien pour de
I’arrimage classique, sachant que la fonction de score finale sera de type classique (non GPU).

D. Docking

Un calcul d’arrimage moléculaire revient a obtenir une prédiction quantitative de I’affinité
entre un ligand et une protéine ou un complexe protéine-cofacteur. Dans la plupart des cas, il
ne s’agit pas d’une mesure d’énergie, mais d’une ou plusieurs fonctions de score (ex : MolDock
et Rerank dans notre cas 7?) idéalement indépendantes, dont on peut croiser les résultats. On
peut également en déduire des valeurs dérivées (descripteurs, métriques ...) destinées a faciliter
le classement des ligands (en termes d’affinités prédites) ou la comparaison des résultats. Par
exemple, on utilise souvent les valeurs de scores divisées par le nombre d’atomes (C, N, O)
‘lourds’. Dans le cas d’IDO1, au stade du projet, nous n’avons pas encore de résultats in vitro
sur la protéine (pourcentages d’inhibition, IC50, KI, ...) qui nous permettraient d’établir des
corrélations entre affinités théoriques (docking) et valeurs d’inhibition. L analyse des résultats
de I’arrimage se bornera a étre explicative. En d’autres termes, est ce qu’un ligand pourrait

interagir, potentiellement, avec la protéine ?
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1. Le processus d'arrimage

L’étude du site de liaison des différents ligands avec IDOI1, a identifié les résidus protéiques
impliqués dans le phénomene de reconnaissance moléculaire ainsi que les pharmacophores du
ligand essentiel a ce processus. Ces informations ont été converties en contraintes pour le calcul
et en éléments d'analyse. A partir de ces connaissances, les composés (analogues de la
tsitsikammamine) seront arrimés & IDOX. L'analyse des résultats d'arrimage moléculaire nous
éclairera sur les caractéristiques moléculaires intéressantes en termes d’affinité vis-a-vis du site

actif d’IDO.

Principe et processus

Généralement, les techniques d’arrimage moléculaire”® permettent de prédire, par des
méthodes de calcul, les structures de complexes ligand-enzyme en partant d’un ensemble
variable de conformations et d’orientations du ligand (flexible ou non flexible) et parfois du
récepteur (chaines latérales, résidus flexibles ou non).

Le processus global (Figure 25) se déroule en différentes étapes présentées ici comme
consécutives, mais ce n'est pas toujours le cas (selon le logiciel utilisé) :

- La premiére étape (points 1 et 2) consiste a paramétrer le site de liaison (choix des résidus
impliqués, flexibilité des résidus, contraintes, ...).

-La deuxieéme étape dite d'arrimage moléculaire (docking) permet de lancer tous les calculs de
géométries possibles pour le complexe et de calculer les scores correspondants ;

-La troisieme phase (appelée «clustering») consiste a sélectionner/trier et regrouper les scores.
Il s’agit de faire ressortir des conformations représentatives (que nous appelons poses). Cette
étape peut étre directement issue de la seconde ou étre complétée par des calculs intermédiaires
prenant en compte par exemple une minimisation du complexe ou un calcul de dynamique
moléculaire.

-La quatrieme étape consiste en 1’analyse des résultats. Elle implique souvent une inspection
visuelle de chaque pose, des calculs de descripteurs, également des mesures d'écarts ou encore

des analyses statistiques.
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Figure 25 : Processus global d’arrimage (docking et scoring).

En général, le processus d'arrimage, au sens strict, concerne 1’étape 2 et une partie de I'étape 3.
Un score est, au sens large, une métrique qui doit rendre compte de I’affinité d’un ligand pour
son enzyme et doit permettre de comparer des ligands différents. Le nombre de fonctions de
score existant est élevé (de ’ordre d’une centaine)®®, ce qui veut dire qu’il y a toujours des
arguments en faveur de I’une ou de I’autre. D’une manicre générale, une fonction de score peut
inclure des éléments liés au calcul de I’énergie du complexe enzyme-substrat. Par exemple, des
termes liés aux interactions hydrogenes, électrostatiques, Van der Waals, peuvent étre injectés
dans la fonction. Celle-ci peut également incorporer des termes liés a des connaissances ou a
différents facteurs de pondération.

Les fonctions de scores sont testées sur des jeux de test («training set»), correspondant a des
complexes protéines-ligands ou la géométrie (conformations, structures PDB du complexe) et
les affinités (Kd, AG) de liaison sont connues. Cela permet en retour de modifier la fonction
pour qu'il y ait la meilleure corrélation entre affinités expérimentales et affinités theoriques.

La fonction doit étre paramétrée de maniére a ce que les calculs reproduisent au mieux :
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- les géomeétries (RMSD minimales entre la conformation cristallographiée et la conformation
calculée du ligand)

-le «ranking» (ordonnancement) des ligands (corrélation entre score et une grandeur
experimentale rendant compte de I'affinité du ligand pour la protéine). Ceci signifie que les
ligands avec le meilleur score (en géneral la valeur la plus négative possible, mais elle ne
posséde pas d’unité) correspondent aux ligands ayant la meilleure affinité vis-a-vis de
I’enzyme, et que cette corrélation prédiction-expérience sera la plus linéaire possible. Une
fonction de score est donc dépendante a la fois du «training set» et de sa définition intrinséque.
I1 faut cependant noter que la fonction de score n’est pas le seul €lément critique d'un processus
de docking-scoring. Il s'agit d'un processus d'optimisation, ou l'algorithme utilisé pour
minimiser la fonction de score sera plus ou moins efficace face a un probléeme donné, méme
s'il arrive a convergence (et non arrét apres un nombre fixé de pas de calcul). La maniere dont
I’outil d'arrimage sélectionne la « conformation/pose » de meilleur score est également
importante. En effet selon Il'algorithme de clustering utilisé, la répartition entre les poses
significatives apres un calcul, peut étre différente. D’autres parametres s’ajouteront ¢galement
lors des calculs sous contraintes (par exemple, I'utilisation de pharmacophores ou la flexibilité

des chaines latérales des résidus du site actif).

2. Protocoles d’arrimage utilisés

Le logiciel « Molegro Virtual Docker » (MVD) a été sélectionné pour les calculs
d’arrimage moléculaire de par sa disponibilité au laboratoire, sa grande modularité¢ des
paramétres (contraintes, pharmacophores, docking, scoring, clustering) et sa précision
d’arrimage. Il permet également d’avoir une évaluation différentiée (composantes de la
fonction de scores accessibles a 1’utilisateur) de I’affinité vers le cofacteur et vers le ligand.
Nous avons utilisé deux méthodes de docking : un protocole P1-GPU orienté criblage, qui
donne de bon résultats avec des molécules de taille petite & moyenne, et un protocole P2-OPT
qui est basé sur un algorithme de recherche classique et implémente la flexibilité totale des
résidus du site de liaison. Ce second protocole (plus lent et plus fin) est plus efficace lorsque
les molécules ont une masse moléculaire plus élevée et des angles de torsions en nombre. Il

sera utilisé pour raffiner les résultats dans le cas des molécules les plus actives.

Parametrage

L’espace de recherche consiste en une sphére de 15 A, capable d’englober les plus grands

ligands possibles et centrée autour du ligand 5PJ.
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Le protocole P1-GPU est basé sur une approche d’arrimage rigide au niveau de la protéine et
un algorithme de criblage spécifique basé sur un processeur GPU (Nvidia Tesla CUDA). La
phase de recherche utilise une approximation de la fonction MolDock basée sur une grille de
0.3 A et un optimiseur (MVD, 6000 pas de recherche) sans prise en compte des molécules
d’eau présentes dans le site. Le protocole est paramétré pour produire 100 calculs (runs)
indépendants (les RMSD des poses correspondantes sont considérés comme suffisamment
différents par 1’algorithme de classification). Apres docking les poses sont re-scorées par
MolDock et Rerank, avec une minimisation d’énergie et un placement optimal des atomes pour
les liaisons hydrogéne.

Le protocole P2-OPT est basé sur une approche d’arrimage flexible au niveau de la protéine
(softened potentials) et un optimiseur classique (CPU, MolDock portant le méme nom que la
fonction de score et intégré au logiciel). La classification structurale nous a permis de définir
20 résidus, paramétrés comme flexibles : ALA260, ALA264, ARG231, CYS129, GLN266,
ILE354, LEU154, LYS238, MET295, PHE163, PHE164, PHE226, SER167, SER235,
SER263, TYR126, TYR233, VAL125 etVAL130. Ces résidus sont principalement distribués
sur la partie supérieure de I’héme et a I’entrée du site. Le nombre d’itérations est fixé a 3000,
valeur suffisante pour assurer la convergence des calculs sur I’ensemble des molécules traitées.
Le protocole renvoie 20 runs indépendants, aprés une minimisation finale différente de celle
utilisée dans P1-GPU. Dans le cas de P2-OPT, les chaines latérales et le squelette de la protéine
sont minimisées (2000 itérations par phase). Une molécule d’eau du site est prise en compte
dans le calcul en tant qu’atome déplacable. La méthode donne constitutivement une valeur des
scores MolDock et de Rerank.

Pour I’ensemble des calculs, ce dispositif est complété par un profil pharmacophorique
appeler :« template ». L’étude structurale nous a montré qu’il existe une position trés précise
et conservée, des atomes d’azote engagés dans la liaison de coordination (Fe de I’heme). Cette
connaissance est transformée en contrainte pour le calcul, qui vise a favoriser un atome du
méme type a cette place, avec une certaine force et un rayon d’action. Il n’y a pas d’autres
types de pharmacophores (par exemple : positions de donneurs/accepteurs de liaisons H,
stériques, aromatiques) dans 1’espace de recherche. Le template est implémenté sur une grille
de 0.3 A de résolution et une sphére de 1.8 A, centrée sur la position moyenne de ces azotes, il
concerne un atome unique, avec 4 propriétés (cyclique, charge négative, accepteur hydrogeéne,
occupation stérique) dotées d’un paramétrage spécifique (attraction, force). La diversité des
poses obtenues démontre que la contrainte n’induit pas un biais dans les calculs (contrainte

trop forte orientant les résultats).
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Dans les deux cas, le clustering est ajusté a 1.7 A de RMSD, de maniére & produire un peu plus
de poses conformes qu’avec un paramétrage standard (une valeur de 2 A) sans trop affecter la
diversité des poses. Ce paramétrage est important, car quels que soient les résultats de
I’arrimage, c’est lui qui sélectionne indirectement 1’¢cart entre les différentes poses
représentatives d’un ‘run’ donné.

Les liaisons de coordination posent souvent un probleme pour les outils de docking et
nécessitent de passer par une approximation. Par exemple simuler un radical ou une interaction
électrostatique avec Fe (positif) en chargeant négativement l'azote, 1’objectif étant simuler une
liaison dative sans I'établir formellement (car il s’agirait alors d’une liaison covalente). A cet
effet, certains composés possédant un groupe NH2 libre peuvent simuler la liaison
électrostatique par une charge fictive, nous 1’avons utilisé pour faire des essais avec les ligands
co-cristallographiés. Mais dans le cas des composés a tester, certains sont substitués sur ce type
d’atome ou en comportent plusieurs. Nous avons évité d’introduire un biais potentiel dans les

calculs, et nous avons utilisé simplement le profil pharmacophorique.

Sélection des poses

Dans les deux cas (protocole P1-GPU et P2-OPT) les poses produites sont évaluées avec deux
fonctions de scores MolDock et Rerank. Ce type d’approche ‘consensus’ est souvent nécessaire
car le but est de mettre au point un filtre pour le criblage des molécules potentiellement
inhibitrices d’IDO1. On privilégiera alors les poses (« fortes ») correspondant a la fois aux
meilleures valeurs des deux types de scores. 1l s'agit d'un critére lié a I'efficacité, mais qu'il ne
faut pas toujours considérer comme une fin en soi. Par exemple, une petite molécule
(fragment), sous-structure d'un ligand connu, pourra se lier dans une zone du site différente de
celle qui correspondait au ligand co-cristallisé de référence. Les scores peuvent étre meilleurs,
mais ce n'est pas pour autant que le résultat aura plus de sens. Pour cette raison, le critére
d'efficacité devrait étre doublé par un critére de conformité, issu des analyses structurales, qui
nous permettra de prédire la zone d’interaction et de la conformation d'un groupement chimique
du ligand. Par exemple s’il y a toujours une ou plusieurs interactions reproduites sur une
diversité de ligands (un réseau de liaisons hydrogéne) il faut en tenir compte et ne pas s’arréter

systématiquement a une valeur d’affinité ou d’énergie d’interaction.

Reproduction de la cristallographie

Cette phase vise a reproduire la configuration du ou des ligands dans la ou les structures prises

pour référence, de maniere a valider le paramétrage. L’analyse se fait en analysant la pose forte
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et en calculant une valeur de RMSD (root mean-square deviation) qui correspond a une mesure
de distance entre deux nuages de points (les atomes des deux conformations a comparer : ligand
dans la structure RX vs. ligand obtenue par I’arrimage). Généralement, un RMSD est considéré
comme acceptable (cela dépend de la structure du ligand) dés lors qu’il est inférieur a 1.4 A,
pour valider la reproduction d’une structure cristallographique.

Les calculs sur 5PJ dans 5EK2a permettent d’arriver & des RMSD inférieurs a 0.7 A, voir
jusqu’a 0.3 A, ce qui est trés intéressant. D une maniére générale on constate que le classement
par le score Rerank est plus optimal que le classement par MolDock.

On note, conformément a 1’étude structurale, le peu de liaisons hydrogene, a la différence des
ligands du cluster [A] : essentiellement avec le COOH de I’héme et ’azote de la liaison
peptidique d’ALA264. Interactions électrostatiques avec 1’héme et HIS346 (sous I’héme). 11
n’y a pas de prépondérance particuliére entre les interactions (somme globale) Ligand-Protéine

et Ligand-Cofacteur (Figure 26).

Figure 26 : Vue vers ['arriere du ligand 5PJ Figure 27 : carte d’énergie (de cOté, entrée du site
(perpendiculaire au fond du site), la meilleure pose vers la gauche).

est en vert, la conformation cristallographie en

gris. La sphére avec une grille indique une

interaction électrostatique, les liaisons hydrogéne

sont marquées en pointillés bleus.
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Sans surprise, la carte d’énergie montre que les zones favorables en vert (Steric, sur lesquelles
on peut étendre les ligands) concernent les poches P1, P2, P3 et I’entrée du site (vers le dessus),
(Figure 27). Les zones liées aux interactions électrostatiques (bleu) concernent la partie
occupée par 1’héme. Les zones HBond donor ou acceptor (Jaune) ne sont pas toujours bien
identifiées, mais d’une manicre générale, on retrouve les ¢éléments de I’analyse structurale dans

ce type de visualisation.

E. Choix des Produits

Depuis le début des années 2010, de nombreuses études de screening ayant pour but la
recherche d’inhibiteurs d’IDO1 ont vu le jour’*®, Une publication de Wang et al de 2018,
reporte une série d’inhibiteurs d’IDO1 « désignés » par docking et modélisation moléculaire
assez proches de nos structures.”” La molécule Roxy-WL ayant la meilleure affinité pour IDO
présente un ICsp de 1 nM, tout en montrant une bonne sélectivité vis-a-vis de nombreuses

kinases (337 kinases étudiées), (Figure 28).

©\\ 0 Figure 28: Roxy-WL ICsop = 1nM, 1,5-dibenzylbenzo[1,2-
N N\N d:4,5-d"]bis([1,2,3]triazole)-4,8(1H,5H)-dione.

Cette molécule a de plus donné de trés bons résultats sur les tests cellulaires : elle réduit la
transformation des lymphocytes T CD4+ en TReg et le rapport Kyn/Trp. Administrée a des
souris porteuses de mélanome B16F10, elle diminue la croissance de la tumeur de 91.5%.""
ROXY-WL a été arrimée par les auteurs dans la structure 4PK5a qui fait également partie du
cluster [A1] comme 5PK2a, mais il n’existe pas de structure cristallographique. Néanmoins,
nous reproduisons la conformation de la publication dans notre systeme (5PK2a) en incluant
certains contrdles. Par exemple, la reproduction de la conformation sur ligand
cristallographique PKJ (de 4PK5a) dans 5PK2a, avec un RMSD de 1.4 A et une superposition
totale de la partie en vis-a-vis de ’héme.

Ce composé ayant une structure tricyclique proche de nos molécules, nous avons décidé de
faire plusieurs séries de composés comportant tous un motif tricyclique ou tétracyclique

(Figure 28). Ces molécules ont été synthetisées (chapitre analogues) puis testées (chapitre
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évaluation biologique).

O
R
Figure 29 : Motif de base des analogues avec les atomes électronégatifs

susceptibles d’interagir avec [’héeme, en rouge.

Iz
T

O

Une confrontation des études de docking avec les résultats d’inhibition sur I’enzyme obtenus

sera réalisée et décrite dans la partie discussion du chapitre 5 (Evaluation biologique).
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Chapitre IV

Synthese d’analogues de la wakayine
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Au cours de ces recherches concernant les analogues des produits naturels comme inhibiteurs

potentiels d’IDO1 quatre séries de composés ont été étudiées.

Ce travail a été mené en paralléle de celui sur la synthése totale de la wakayine ce qui nous a

permis d’utiliser les différentes stratégies étudiées pour préparer les analogues.

1. Premiere série
Ainsi, pour accéder a la premiere série d’analogues, nous avons mis a profit la réaction
gue nous avons mise au point pour construire le motif bispyrrologuinoline en nous inspirant du

travail de Zhang. Ainsi le schéma de rétrosynthése est le suivant :

R ©O R O O R 51b, R= indole
87b, R=H
4 D J— 8 N — D NHMe 876 R=OH
N N N N N 87d, R= CO,Me
Mé O Me Ts o s 87e. R= Ph
série 1 9

La formation du tricycle est basée sur 1’addition de Michael d’une amine 51b ou 87b-87e sur

I’indoledione 9.

Obtention des amines de départ

Dans le but de créer une plateforme ou un groupement fonctionnel permettrait par des réactions
simples d’introduire des groupements encombrants, cinq amines différentes ont été utilisées.
Trois étaient commerciales 87b, 87c, 87e et deux autres ont di étre synthétisées, 51b et 87d.
La N-méthyltryptamine 51b est préparée en deux étapes a partir de la tryptamine qui est tout
d’abord transformée en carbamate d’ester 88 correspondant par [D’action de
I’éthylchloroformate en présence de NaOH 4N, avec un rendement de 80%"2.

Ce dernier est ensuite réduit par le LAH pour fournir I’amine 87a souhaitée avec un rendement

de 89%. Le rendement global de ces deux étapes est de 71%.
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NH; NHCO,Et

A\ Ethylchloroformate N\ LAH, THF 51b
N NaOH4M, CH,Cl, N reflux, 1h, 89%
H TA, 3h, 80% H

tryptamine 88

La méthyl 3-(méthylamino)propanoate 87d a été obtenue avec un rendement de 84%, par

réaction de la N-méthylamine sur le méthylacrylate dans le THF.

0

THF, TA 87d
Me—NH2 + /\COZMG 12h. 4% > MeHN/\)J\O/

Réaction de couplage
La réaction de couplage entre I’indoledione 9 et les amines 51b et 87b-¢, se fait & tempeérature
ambiante dans 1’éthanol absolu, reprenant ainsi les conditions mises au point (voir p 63), pour

aboutir a deux régioisomeres 89 et 89°.

R 0 Me O R O
EtOH N a, R=indole
+ \ \ + \ b, R: H

NHMe N©2h N N N ¢, R= OH

R T | T d, R=CO,Me
51b,87b-e O  ©° o S Me O S o2
e, R=Ph
89a-e 89'(a-e)

Nous avons aussi fait une réaction de couplage en mettant en jeu I’amine 51b et I’indoledione

non protégee par le tosyle 9° obtenue par oxydation par le CAN du diméthoxyindole 24.

R o) Me O R O
N
. \, EtOH N . 8 N
NHMe N 2h N N N
H o H \ H
51b , 0 Me O R= indole
9 8of 89'f

Les différents essais réalisés sont reportés dans le tableau 5. Les rendements sont compris entre

8 et 86%, les meilleurs étant obtenus lorsque R’ est un noyau aromatique (R’ = Ph ou indole,
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respectivement 86 et 67%). Dans la plupart des cas, les deux régioisomeres ont pu étre séparés
par flash chromatographie, sauf lorsque R’ correspondait a un OH (seul 89°c a pu étre obtenu

pur) ou dans le cas de la quinone non protégée par un tosyle (89f/89f).

R R’ Rendement global (mélange isomeres, %)
9:Ts 51b : indole 89a/89’a 60
87d : COOMe 89d/89°d 45
87c : OH 89¢/89°c 34
87b:H 89b/89°b 39
87e : Ph 89¢/89’e 51
9°:H 87a: indole 891/89°f 8

Tableau 5 : rendements des réactions de couplage.

Réaction de cyclisation

La réaction de cyclisation de ces composés vise a former le deuxiéme cycle pyrrole.
Dans cette étape, les conditions ont été adaptées des travaux de I’équipe de Zhang,> qui utilisait
le DDQ comme oxydant dans I’acide acétique comme solvant. Dans un premier temps, I’acide
acétique a été remplacé par le dichlorométhane, qui dans le cas des deux régioisomeres de
I’indole conduit a des rendements équivalents, avec un work-up de réaction plus facile a mettre
en ceuvre. Quand cette réaction est réalisée sur le mélange de régioisoméres 89f/89°f, les

composes 90£/90°f sont obtenus avec un rendement équivalent (Schéma 11).

R 0 R O 0
R HO 91'b, R = H
DDQ, AcQH ’
8 > “3h 4 > ou & Y et R = OH
N N N N N N 91d,R=CO,Me
Me o R Me o R Me O T8 91 R=Ph
89, 89" 90a, 90'a, R' = H, R = indole

90f, 90'f, R' =Ts, R = indole

Schema 11 : Voie d’acceés a la premiére série d’analogues
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Comme précédemment, ’identification des différents régioisomeres a été réalisée a partir des
spectres RMN 13C, ce qui nous a alors permis de remonter a I’identification des composés avant
cyclisation.>*

Parmi les autres composés, cette réaction de cyclisation n’a été étudiée que pour les deuxiemes
régioisomeres 89°b-e. Elle n’a pas conduit au composé attendu mais a la formation d’un produit
hydroxylé non cyclisé 91°b-e, avec des rendements de 1’ordre de 50%. Au vu de ces résultats,
nous avons tout d’abord essayé de comprendre pourquoi la réaction de cyclisation n’avait lieu
que quand le substituant était un indole, indépendamment du caractére aromatique de ce dernier

puisqu’elle n’intervient pas non plus dans le cas du composé 89’e.

HN™_)

HN\ 0 HN? o]
ON Oy = 08 Q@H@Ji \
N N
I\N/Ie o 1:3 Y

Me Ts

aromatisation

— > 90'a

Schéma 12 : Mécanisme d’obtention du composé 90 a.

Notre explication est que 1’arrachement d’un électron du doublet de I’azote de I’indole initie la
réaction de cyclisation, chose qui n’est pas possible quand on a un autre substituant que 1’indole
(Schéma 12). En toute rigueur, il faudrait regarder ce qu’il se passe si 1’azote de I’indole est

protégé.

2. Deuxiéme série
Cette réaction inspirée de Zhang a aussi été appliquée en mettant en jeu la
méthyltryptamine 51b et I’indoledione 1 (Schéma 13).
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NHBoc NHBoc NHBoc
(0] R 0O Me (0]
N
. A\ EtOH 8 N\ . A\
NHMe N 2h N N N
\
0 Ts I\I/Ie 1) Ts R Ts
51b
1 92b 92a
R= indole DDQ, CH,Cl,, TA
NHR' NHR'
R N| R O \ (0]
N
% N L FoH o g N\ N\
N N tamis 4A N N \ N
\ \ \
/ R' / Ts R o) Ts
r-- 95bR'=Ts 93b R' = Boc E» 93a R' = Boc
~--=96bR'=H 94b R' = H TFA, CHaCl, TA 94aR' = H

Méthylwakayine

Schema 13 : Voie d’accés aux composés de la série 2.

Elle a conduit comme précédemment aux adduits correspondants 92a et 92b qui sont ensuite

cyclisés par action du DDQ pour donner les composés tricycliques 93a et 93b. Les composés

94a et 94b sont obtenus par clivage du groupement Boc par le TFA. Pour le moment la

formation du dernier cycle n’a été effectuée que sur ce dernier compos€, conduisant ainsi au

dérivé 95b, dont il reste encore a cliver le tosyl pour effectuer la cyclisation qui devrait

permettre obtenir la méthylwakayine 96b.

3. Troisiéme série

La troisieéme série d’analogues étudi¢e a été synthétisée sur la base de la réaction de

Vélu mettant en jeu la NH-benzylindoledione 12 et différents acétals pour construire le motif

bispyrrologuinone.

R O
74 N
N
N H
(0]
série 3

97a, R =H, R' = Et
— D or o R=Ph R =Me
N , 97c, R = PhCH,, R' = Et
BnHN \ R'O _ o
I 97d, R = Ph(CH,),, R' = Et
o ” 97e, R = Ph(CH,)3, R' = Et
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Obtention des acétals de départ
Conformément au travail de design reporté dans le chapitre 2, les différents acétals ont été
choisis de facon a regarder quelle était I’influence de 1’allongement de la chaine portée par le
cceur bispyrroloquinone sur ’activité de ’enzyme. L’acétaldéhyde diéthylacétal 97a et le
phenylacétaldéhyde diméthylacétal 97b sont des produits commerciaux. Les autres, 97c-e, ont

été synthétisés en deux étapes a partir des alcools correspondants.

R Rk R
IBX, DMSO EtOH, H,SO
TA, 3h TA, 3h EtO

98¢, R = PhCH,
98d, R = Ph(CH,),
989, R = Ph(CH2)3

97c-e

La premiére étape consiste a oxyder la fonction alcool en aldéhyde 98 par action de I’'IBX.
L’acétalisation de 1’aldéhyde pour donner 1’acétal 97 est réalisée ensuite, dans 1’éthanol en

présence de quelques gouttes d’acide sulfurique.®

Réaction de Velu
L’indoledione 12 est portée a reflux pendant 48h, avec les différents acétals en présence de

triacétate de manganése dans 1’acétonitrile (Schéma 14).

R © R 0]
97a-e 12 Mn(OAc);, MeCN 4 \\ dioxanne/1N NaoH / A
e + .
reflux, 48h N N TA, une nuit N N
: H
Br 0 Ts Bn o
99a-e 100a-e
R o o
a,R=H Ph o)
DMSO, tBuOK/THF J A\ b R = Ph

05, 30 min N H ¢ R = PhCH, / A

H d, R = Ph(CH,) N N

o ) 2)2 H

101a'e e, R — Ph(CH2)3 H O 102

Schema 14 : Voie d’acces aux composés de la série 3.

Les adduits de Velu sont obtenus avec des rendements allant de 40 a 66%. La réaction de Velu
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dans le cas de ’acétal 97b a aussi été réalisée sur I’indolodione 12° pour conduire a 1’adduit

99°.

\ H

BnHN N N N
N

97b  + Ny —— Ny \ y — \

N\
\
H Ph Ts Ph o) Ph 0O

12 99'b 100'b 101'b

Par ailleurs, I’indoledione 103a est obtenue a partir du bromodiméthoxyindole 72a, en
reproduisant la séquence ayant permis d’aboutir aux composés 68a et 68b, a savoir, réaction
de Suzuki pour obtenir le composeé 104 suivie de 1’oxydation par le CAN (105) et de I’action

de la benzylamine sur le dérivé oxydé obtenu pour mener au composé 103a.

OMe gy OMe ph 0 Ph o Ph
BnHN
N a N P N\ c N\
N N N N
] ; ] Ts
OMe T8 OMe T8 o s 0
72 104 105 103a
d
O  ph Bn O  Pph Bn O  Ph
H N N
N N\, L N, e \
\ \ \ N
N N \
101'b 107 106

a- PhB(OH),, DME, Pd(PPh;), NaHCOj3 toluene/MeOH reflux. b- CAN, CH3CN/ H,O. c- BnNH,
EtOH d- 97a, Mn(OAc)s, CH3CN. e- NaOH 1M Dioxane. f- tBuOK, THF, O, DMSO.

Schema 15 : Deuxieme voie d’accés au composé 101°b.

Laréaction de Velu entre I’acétal 97a et I’indoledione 103a, réalisée dans les mémes conditions
que précédemment, n’a formé qu’un seul régioisomere 106 avec un rendement de 79%. Aprés

clivage des groupements protecteurs, on obtient aussi le composé 101°b (Schéma 15).
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Réactions de déprotection
Pour tous les adduits obtenus 99a-e, 99°b et 106, la détosylation s’opére dans un mélange
NaOH 1N/dioxanne pour conduire quantitativement aux composés attendus 100a-e, 100°b et
107. La réaction de débenzylation se fait elle, dans le DMSO en présence de tert-butylate de
potassium et en faisant buller de 1’oxygéne. Les rendements varient de 44 a 76%. Dans le cas
du composé 99c, on obtient seulement 27% de produit débenzylé attendu 101c ainsi que 32%
d’un produit secondaire 102. Il semble que la débenzylation de 1’azote de I’indole se soit faite
correctement mais que le deuxieme groupement benzyle de la molécule ait été pour une partie,

oxydé.

4. Quatriéme série
Cette quatrieme série d’analogues étudiée est aussi synthétisée sur la base de la réaction
de Vélu mettant en jeu les NH-benzylindolediones 58a ou 58b au lieu de la NH-

benzylindoledione 12 :

NHBOC
N
R | o R
/ N
N — N . OR'
N H BnHN N R'O
O o) Ts
série 4 58a 97a-e

Deux réactions de Vélu ont été étudiées pour cette série, mettant en jeu alternativement 58a ou
58b et comme deuxiéme partenaire de la réaction, I’acétaldéhyde di¢thylacétal 97a. Les adduits
correspondants 108a et 108b ont été obtenus avec des rendements de 76 et 56 %

respectivement.

NHBoc NHBoc
Bn\ o
N \
58a + 97a —_— \ 58b + 97a
N
o) Ts
108a

Il reste encore a fermer le quatrieme cycle et cliver les groupements protecteurs pour valider
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cette voie d’acces aux composés de cette série. Le choix de 1’acétal mis en jeu dans la réaction

de Vélu sera guidé par les résultats biologiques obtenus pour les composés de la série 3.

En mettant a profit les différentes stratégies investiguées dans 1’étude de la synthése
totale de la wakayine, quatre différentes séries d’analogues originaux tricycliques et
tétracycliques ont pu étre obtenues. Les deux premiéres séries résultent de la réaction de
construction du motif bispyrrologuinone mise au point dans ce travail, tandis que les deux

autres utilisent une réaction de Velu.
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Chapitre V

Evaluation Biologique
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La sélection d’une molécule pour en faire un « lead » passe par différentes phases :

- La premiére peut étre une phase in silico, basé¢ sur I’arrimage moléculaire du ligand
potentiel ou le criblage d’une bibliothéque de composés. Cette phase est dite ‘structure-
based’, car elle utilise la structure 3D de la cible (enzyme, récepteur, transporteur) et le
calcul de I’affinité (prédite) entre la protéine et le (les) ligand(s). Cette phase peut
¢galement étre de type ‘ligand-based’, dans ce cas des calculs chemoinformatiques
basés sur des descripteurs chimiques ne concernant que les ligands sont utilisés pour
sélectionner un candidat.

- La deuxiéme est le test enzymatique qui est réalisé dans des conditions optimales pour
le fonctionnement de 1’enzyme (co-facteur, tampon réactionnel, pH, température....).
Ce type de test sert a déterminer I’activité in vitro d’un composé sur I’enzyme d’intérét,
qui peut étre traduite par un pourcentage d’inhibition, un ICsp, OU une constante
d’inhibition (Kj). Cette phase peut également inclure un test de liaison directe ou
indirecte (microcalorimétrie, résonance plasmonique de surface, Thermal Shift Essay
...) visant a obtenir une constante de dissociation (Kq) ou une mesure permettant
d’évaluer la liaison.

- Latroisieme est la phase ex vivo, notamment les tests cellulaires, dans notre cas, basés
sur des cellules modifiées génétiquement pour surexprimer 1’enzyme. Dans cet essai,
un composé¢ donné doit avoir d’autres caractéristiques que d’€tre seulement un
inhibiteur de I’enzyme. En effet, il doit étre soluble dans le milieu, ne pas s’agréger sur

la protéine, passer les membranes, ne pas étre toxique pour la cellule.

Chacune des trois étapes précédentes est importante. Méme si elles vont en se complexifiant,
elles sont toutes informatives et constituent un systéme de sélection positive pour arriver vers
les étapes qui relévent du in vivo, ou la drogue sera testée directement sur un individu vivant

(animal ou humain).

D’une maniére générale lorsque 1’on utilise une structure ligandée issue de la PDB, nous
partons déja, d’une certaine mesure d’'une molécule ‘lead’ puisque la cristallographie (ou la
RMN) nous montre les modes de liaisons a la protéine. On parle alors de ‘positive design’
puisqu’il s’agit d’optimiser le ‘lead’ et non d’éliminer des candidats.

Le travail de synthese effectué nous a permis d’obtenir des molécules originales analogues des
produits naturels. Tous les intermédiaires ainsi que les molécules finales ont été évaluées ou

sont en passe de I’étre dans le cadre d’une collaboration avec Luc Pilotte et Benoit Van den
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Eynde du Ludwig institut de Bruxelles. De plus nous avons ajouté a ce panel de molécules, les

composes 109, 110 et 111 appartenant a notre librairie.

R 0
O/ A R = Ph, 109
\ R = Ph(OMe), 110
N N, R = indole, 111

1. Tests d’activité

La capacité des différents composés a inhiber la dégradation du tryptophane ainsi que la
production de kynurénine a été déterminée sur des cellules HEK 293-EBNA exprimant hIDO1
et hTDO.
Cet essai cellulaire global correspondant a la troisieme phase décrite plus haut, évalue a la fois,
le potentiel inhibiteur d’un composé donné vis-a-vis de I’IDO et de la TDO, sa cytotoxicité
potentielle ainsi que I’inhibition des transporteurs du tryptophane et des effets sur les
métabolites de ce dernier.
Les tests ont été conduits comme indiqué en partie expérimentale. Les quantités de tryptophane
résiduel ou de kynurénine produite sont déterminées par HPLC selon leur temps de rétention et
leur absorption UV & 280 et 360 nm respectivement. La viabilité des cellules est aussi mesuréee
a la fin de la période d’incubation. Dans un premier screening, les inhibiteurs potentiels sont
testés a deux concentrations 25 et 12,5 UM, cette concentration est réduite ensuite le cas

échéant. Les résultats sont reportés dans le tableau suivant.
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numéro iso R1 R2 R3|Via |IDO|TDO | Via |[IDO |TDO | Via|IDO|TDO|Via|IDO|TDO
25 uM 12,5 uM 6,25 uM 3,12 uM
38a 1 35| -76 -8 | -14 8| -1
38 2 16| 7 19| 8 18| 15
39a 1 Ts H 10| -8 10| 4 11| 3
3% 2 Ts H 16| 8 10 | 15 7 | 10
40b 2 Ts Ts 13| 11 10| 7 6 | 14
41b 2 H Ts 12| 16 10 | 14 9 | 12
402 1 27| 12 14 | 16 10| 10
4a 1 49| 34 4| 25 34| 24
54a 1 H 2613967 |56|38 |31 |69|28|12|75|23] 5
A
N N
H &L Rl 542 2 H 84 (11| 0 |99|13| 0 |98| 9| -3 |98 2] -8
99 2 H Bn Ts|[114| 10| 1 [109] 12 | 8
99h 2 Ph Bn Ts|113| 19| -6 {110| 20| -3
99h 1 Ph Bn Ts|112| 9 | -5 {110 10| 1
99c 2 CH2Ph Bn Ts|108| 13| -8 |106] 12 | -6
99d 2 (CH2)2ph Bn Ts|112| 2 | 0 [109] o | 1
Ry © 99e 2 (CH2)3Ph Bn Ts|113| 8 | 5 [105] 5 | -2
( Vi A 10la 2 H H Ts|110| 9| -1 [108] -8 | 0
N N 101b 2 Ph H Ts|106| 14 | 50 |107| 10 | 30
R: 0O Rs 101c 2 CH2Ph H Ts| 86 [-19(-16 | 95 |-17] -18
102 2 coph H Ts|111| o | 13 [109] 1 | 2
101d 2 (CH2)2Ph H Ts|os| 11| 12| 75| 9 | 1
10le 2 (CH2)3Ph H Ts|108| -1|-11|105| o | -14
90f 1 indole Me H|95|28| -8 |97| 26| -1 |98|20| 2 [100| 12| 2
90f 2 indole Me H|88|27| -3 |96|21| 0 |96| 12| 3 [98] 8| 2
106 1 Ph  Ts Bn|107| 23| -7 |102] 17 | -4
101b 1 Ph H H|110| 2| -4 |107]| -1 | 1
HN NHBoc
I 0 108a 1 10| -3 9| 7 8 | 2
A\
N N
Ho Dok 108b 2
R’ O 109 2 Ph 111| 61| 28 |102| 62 | 55 |152| 58| 27 | 99| 52| 15
(0]
4 N 110 2 Ph(OMe) 100| 63| -1 {105/ 63| 3 |97|63| 6 |9a|61]| 4
R N N
H 0 s 111 2 indole 75| 24| 9 |82 | 25| -2 |81)22] 1 |87]|16] -1

Tableau 6 : inhibition des différents analogues vis-a-vis de I'IDOI et de la TDO et viabilité des
cellules.

119



2. Interprétation des résultats

Parmi les 32 composés testés a ce jour, 8 ont révélé des activités inhibitrices intéressantes.
Les dérivés 90f, 90°f et 110 inhibent sélectivement I’TDO1, tandis que cing composés 40a, 41a,
54a, 101b et 109 inhibent a la fois les deux enzymes (Tableau 6).
I1 nous a paru pertinent pour la discussion des relations structure/activité d’inclure les composés
de type tsitsikammamine 112a, 113a, 113b, 114a, 114b, 115a, 116a et 117b ayant donné les
meilleurs résultats d’inhibition de I’'TDO1 dans le test cellulaire & 10 uM et de les comparer

avec ceux obtenus pour nos quatre composés les plus actifs a 12,5 uM (Figure 30).%°

@)
h0 R o)
N
)
\ 4 N
N RN N
\ ') Ts o) Ts
H 54a

R = Ph, 109
R = Ph(OMe), 110

H § R
N
\
OH N\T
e} S
MeO ) R=Ts, 116b
1M2a,R=H 114a,|.so1 R=H, 117b
113a,R = CH,CH,NHBoc 114b, iso2

MeO

Figure 30 : Composés ayant donné les meilleurs résultats dans le test d’inhibition cellulaire
de I'IDO, exceptés 113a et 117b, (en bleu : présent travail, en noir : série tsitsikammamine ;
a et b correspondent aux régioisomeres 1 et 2 respectivement).
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12,5 uM (%) 10 uM (%)

S4a 38 112a 37,3
109 62 113a 17.4
110 63 114a 54.2
41a 42 114b 40,2
41a 115a 40,2

116b 32

117b 19.4

Tableau 7 : activités inhibitrices vis-a-vis de [’"hIDO1

Les dérivés 54a et 112a correspondant a des structures ouvertes donnent sensiblement la méme
activité, la nature du substituant aromatique en bout de chaine, ou la présence d’un substituant
hydroxyle ne semblent pas avoir d’influence sur I’activité. Par contre, I’ajout d’une chaine
CH>CH2NHBoc sur le cycle a cing chainons de 1’indoledione a conduit dans le cas de 113a a
une réduction de I’activité. Le méme phénomeéne est observé dans le présent travail pour le
composé 108a. Les meilleurs composés dans la série tsitsikammamine 114b et 115b
comprennent tous deux un motif tricycliqgue non complétement aromatique. Le composé 39a,
le plus directement comparable a 115a, avec comme noyau aromatique un indole (Ts) au lieu
d’un Ph(OMe), n’est pas actif, indiquant dans ce cas, I’importance de la nature du substituant
aromatique.

Le composé tétracyclique 41a, comportant aussi un cycle a cing chainons non complétement
aromatique, présente une bonne activité. Ce composeé est a associer a 116b qui a montré une
activité comparable. Il est a noter que son régioisomeére 116a avait lui, montré une toxicité
cellulaire n’ayant pas permis de déterminer sa capacité inhibitrice vis-a-vis de ’IDO. Aucun
des composés pour lesquels le motif tricyclique est completement aromatique (motif
bispyrroloquinone), exceptés 90f et 90°f n’est actif. Ceci est en accord avec des observations
précédentes qui ont montré que 1’analogue complétement aromatique de 114b était un moins
bon inhibiteur d’IDO1. Les meilleurs composés dans le présent travail sont les dérivés 109 et
110 (Tableau 6). Tous deux comprennent deux substituants sur le deuxiéme cycle pyrrole et ont
des activités supérieures a celles de tous les composés que nous avons étudiés a ce jour. Le

remplacement d’un phényle par un Ph(OMe) n’a pas eu d’incidence, par contre son
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remplacement par un indole diminue I’activité (composé 111) de moitié comme observé dans
le cas des composés 39a/115a.

Aucun des composés étudi¢s dans la série tsitsikammamine n’avait montré d’activité
vis-a-vis de la TDO. Dans le présent travail, plusieurs s’avérent intéressants, notamment, 41a,
54a et 109, déja cités ainsi que 101b (respectivement, 25, 55, 31, et 30% d’inhibition a 12,5

MM). 1l semble difficile a ce stade d’établir des grandes lignes de relation structure/activité.

3. Etudes de docking

Dans le but de comprendre les affinités observées, nous avons étudié le mode de liaison des
composés dans le site actif de I'IDO1 en utilisant deux méthodes d’arrimage moléculaire’
(docking) et le logiciel Molegro Virtual Docker.”? Nous rappelons qu’avant de réaliser 1’étude
d’arrimage moléculaire, une classification des structures présentes dans la PDB' et

correspondant au domaine UniProt® P14902 a été effectuée (cf. Chapitre 3).

Cas du composé 109

La meilleure pose pour 109 montre de nombreuses similitudes avec les composés de type
oxadiazole BBJ et HQS qui sont co-cristallisés dans les structures PDB 6E40 et 6E41
respectivement (Figure 31).%° Les structures 6E40a et 6E41a font partie du cluster [A] comme
2DTO0a.

Deux groupes d’interactions remarquables (liaisons hydrogeénes) concernent les azotes de
I’héme au voisinage du Fe, et les résidus SER167 et TYR126. Ces interactions sont facilitées
par le groupement tosyle qui permet la forme classique en L de nombreux ligands d’IDO1, au-
dessus du plan de I'neme. Un autre élément de conformité: les cycles (tosyle et
bispyrrologuinone) se trouvent dans un plan similaire a celui adopté par la plupart des ligands
IDO1 complexés avec I'néme. Les groupements phényles partagent un placement canonique
avec les ligands complexés a IDOL. La figure 32, concernant la molécule 110 montre ce type

d’enveloppe commune (110 vs. DO9) a I’entrée du site (partie basse).
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Figure 31 : meilleure pose de docking pour 109 (protocole OPT) Interactions
. . .. . Conventional Hydrogen Bond i Sulfur
(rose, gros trait) dans le site de liaison de 5EK?2a (vert clair, 1 ] Pi-sufu
|| Cerbon Hydrogen Bond [ i Tshaped
surface moléculaire) par rapport aux ligands cristallographiés I Pcaton [ Ao
BBJ (violet, de 6E40a) et HQS (kaki, de 6E41a) apreés alignement  [~| Pi-Donor Hydrogen Bond [] Pras

structural.

Il est intéressant de noter qu’un groupement carbonyle de 109 est aligné avec le groupe
hydroxylamine de BBJ et HQS qui réalise une liaison dative avec le Fe de I’héme.

Le positionnement de 109 apparait donc potentiellement conforme et remarquable au vu de ces
résultats.

Cas du composé 110

La meilleure pose pour 110 est différente de celle de son analogue 109, mais partage la forme
globale en forme de L, permise par le placement du groupement tosyle a l'intérieur du site de
liaison et perpendiculaire a I'néme.
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Figure 32 : meilleure pose de docking pour 110 (protocole OPT)

) . o . Conventional Hydrogen Bond :l Pi-Sulfur
(bleu, gros trait) dans le site de liaison de 5SEK2a (vert clair,
Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
surface moléculaire) par rapport aux ligands cristallographiés ] Fication [ Akl
DO9 (rouge, de 6KOFa), PKJ (bleu clair, de 4PK5a) et DYC [ Pi-Donor Hydrogen Bond [ praky

(marron, de 6KW7a) aprés alignement structural.

Ce groupement tosyle présente la méme interaction (liaison hydrogene) avec la SER167. On
retrouve certaines similitudes (forme, plans) avec les ligands connus de IDO1, en particulier
PKJ de 4PK5a 8!, DO9 de 6KOFa et DYC de 6KW7a %,

On notera que ces structures protéiques sont classées dans le méme cluster que 5EK?2a. Le
schéma des interactions est différent de celui de 109, avec plus d'implication des interactions
Pi (cycles, cations, soufre). Trois liaisons hydrogénes sont trouvées pour ce composé avec des
interactions supplémentaires Pi-soufre (CYS129) et Pi-Cation (ARG231). La pose
correspondante de 110 est plus proche du centre de I'hnéme que dans le cas de son homologue
109 mais n’est pas impliquée dans une interaction avec 1’héme car le groupe carbonyle du motif
bispyrroloquinone est trop éloigné. Par contre, I'un des cycles a 5 chainons de 110 est tres bien
placé sur le centre de I'néme, en position canonique (généralement occupée par un atome
d’azote engageant une liaison de coordination avec le Fe). On note qu’un atome d'azote n'est
pas trouvé a cette position pour le composé 110 mais que cet élément sera a prendre en compte

pour le design d’un inhibiteur optimal.
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La encore, le positionnement apparait remarquable, et reproduit des éléments de conformité,
notamment vis-a-vis du recouvrement avec PKJ, DO9, DYC et de la position du cycle & 5

chainons vis-a-vis du Fe de ’héme.

Ces résultats sont inattendus, méme si des expériences de placement préliminaires de certains
ligands présentant un groupement sulfonamide a I’entrée du site (c’est le cas de BBJ et HQS),
nous avaient indiqué qu’il pouvait en étre de méme avec un groupement tosyle. Il s’agissait
d’une potentialité que nous avons utilisée pour la conception des molécules. Les résultats
obtenus avec le protocole P1-GPU, sur I’ensemble des ligands ayant une activité, sont moins
fins que ceux obtenus par un algorithme implémentant une flexibilité au niveau du site de

liaison, mais ils vont tous dans le méme sens : le tosyle est placé vers I’intérieur (meilleures

poses).
Concernant le role crucial que semble avoir le groupement tosyle dans le N

. . . : . : I
placement du ligand qui le comporte au niveau du site actif d’IDO1, il nous a J \

paru intéressant de voir comment se positionnerait la molécule 116b ayant N

Iz

(0]

montré plus d’activité que son analogue non tosylé 117b dans le test cellulaire, 1186

ainsi que leur équivalent 118b non substitué.

Cas de composés basés sur le noyau bispyrrologuinoline

N’ayant pas d’équivalent cristallographique dans ce cas, nous comparerons les résultats avec le
5PJ qui est le ligand co-cristallisé de SEK2a. Les protocoles d’arrimages ont également été
testés, dans cette structure, en termes de contréles avec ce ligand 5PJ (RMSD égal 4 0.62 A) et
le PKJ (RMSD égal a 1.47 A). Les recouvrements sont excellents, d’une maniére générale, le
protocole P1-GPU fonctionne bien avec des petites molécules qui sont assimilables a des
fragments et le protocole P2-OPT est plus efficace avec les composés de masse moléculaire
plus élevée.

La Figure 33 montre les meilleurs résultats d’arrimage (protocole P1-GPU et P1-OPT) pour le
composé 118b mettant en évidence que le noyau bispyrrologuinoline est capable d’adopter une
position conforme dans la branche verticale du L et dans le méme plan canonique que les
ligands cristallographiques. On note que 1’azote d’un des deux cycles a 5 est également

positionné d’une maniére canonique, en vis-a-vis du Fe de 1’héme (distance 2.6 A). On
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remarque également la possibilité (a droite) d’une interaction avec la SER167 (2.4 A entre

I’oxygene du groupement carbonyle et celui de I’hydroxyle de la sérine).

Figure 33 : composé 118b : meilleures poses MolDock issues
des protocoles P1-GPU et P1-OPT (bleu) par rapport a 5PJ (vert)
de 5EK?2a et a DO9 (rouge) de 6KOFa. La SER167 est

représentée a droite de la figure. plan de coupe de la surface moléculaire).

Si on s’intéresse a la perturbation apportée par I’introduction du groupement méthoxy-phényl
(composé 117b, Figure 34) nous constatons que le noyau bispyrroloquinoline est encore
capable d’adopter une conformation planaire conforme avec une distance N-Fe de 2.5 A et O-
SER167 de 2.4 A. Le méthoxy-phényl semble tout a fait capable d’occuper la poche
hydrophobe A qui prolonge la topologie en L des ligands. On note tout de méme un changement
d’orientation du multi-cycle par rapport a 118b et certaines poses (scores défavorables) sont
capables de placer le méthoxy-phényl a I’entrée du site.

Lorsque le groupement tosyl (composé 116b) s’ajoute a ce schéma, la perturbation devient
évidente : les meilleures poses MolDock (figures suivantes) placent le tosyl a I’intérieur du site,
avec la potentialité d’une interaction avec SER167. Si on compare avec le dérivé 109 (Figure
35) on constate un alignement des plans cycliques. Si on compare avec le dérivé 110 (Figure
36) on constate une quasi-superposition de la partie soufre-oxygéne du tosyle. La distance avec
SER167 de 5EK2a est encore de 3 A.
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Figure 34 : composé 117b : fluctuation des meilleures
poses MolDock et Rerank (bleu) par rapport a 5PJ (vert)
de 5EK?2a. La SER167 est représentée a droite (sous le



Figure 35 : composé 116b : meilleure pose (bleu) Figure 36 : composé 116b : meilleure pose (bleu)

par rapport a 5PJ (vert, 5EK?2a) et a la meilleure pose par rapport a la meilleure pose de 110 (rose vif).
de 109 (rose).

Ce résultat doit &tre modéré, il faut noter dans ce cas une forte variété d’orientations différentes
selon les poses, méme si la meilleure pose semble conforme aux résultats obtenus avec le noyau
bispyrrologquinoline. En tout état de cause, la modélisation du noyau bispyrroloquinone (3
cycles) n’est pas encore totalement aboutie, le paramétrage de P2-OPT est identique a celui
utilisé pour les composés basés sur le noyau bispyrroloquinoline (5 cycles) et devra étre

optimisé pour confirmer ces résultats.

Ce travail nous a permis de mettre a jour deux composés de structures inédites dans la mesure
ou ils comportent deux substituants sur 'un des deux cycles pyrrole du motif
bispyrrologuinone. Ces analogues des produits naturels wakayine et tsitsikammamine sont a ce
jour les plus actifs vis-a-vis de I’inhibition d’IDO1 de cette famille de composés.

Les études de docking réalisées sur ces deux composés ont montré un placement en L dans le
site catalytique, conforme a ce qui est observé pour d’autres ligands de I’enzyme reportés dans
la littérature. Elles mettent aussi en évidence le rdle important du substituant tosyle qui permet
le positionnement de ces deux composés dans la partie profonde du site (poche hydrophobe A).
Les deux substituants Ph ou Ph(OMe), se situent eux dans 1’entrée du site ou poche hydrophobe
B, la remplissant de facon plus optimale que ce qui avait été observé pour la
méthoxytsitsikammamine, composé de référence de cette étude.

Le fait que le positionnement de 110 se fasse sans qu’aucune complexation a I’héme ne puisse
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s’opérer, laisse une marge de progression pour le design d’inhibiteurs potentiels. Une premiére
idée pourrait étre d’introduire un deuxiéme atome d’azote au niveau du cycle a cinq chainons

placé sur le centre de I’héme. On pourrait par exemple étudier la molécule suivante:

OMe

MeO
Cette molécule pourrait ensuite étre optimisée en ajoutant la possibilit¢ d’une deuxi¢me
interaction impliquant le carbonyle de I’héme, ce type d’interaction étant rencontré dans
différents ligands cristallographiques et étant reproductible au niveau de 1’arrimage

moléculaire.
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Conclusion
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Le projet de recherche que nous avons mené dans le cadre de cette these avait deux objectifs :
aboutir a une synthese totale de I’alcaloide marin wakayine et définir de nouveaux inhibiteurs
potentiels des enzymes IDO1 et TDO.

La mise au point d’une synthese totale du produit naturel a nécessité un travail de
syntheése important visant a investiguer différentes stratégies pour construire le motif
bispyrroloquinone. Ainsi, trois routes ont été¢ étudiées ayant en commun de partir d’une
indoledione. Dans les deux premiéres, le motif indole est introduit via I’autre agent de la
réaction: une  B-hydroxyamine  (2-amino-1-(1H-indol-3-yl)ethan-1-ol) ou  une
méthyltryptamine (2-(1H-indol-3-yl)-N-méthylethanamine) respectivement, tandis que dans la
troisieme, ce motif indole est constitutif de 1’indoledione (6-(benzylamino)-1-tosyl-1H-indole-
4,7-dione). Pour le moment, aucun de ces schémas de synthése n’a mené a la wakayine, méme
si deux d’entre eux, le premier et le troisiéme sont toujours en cours d’étude. Le second schéma,
bien qu’il constitue une voie originale pour obtenir le motif bispyrroloquinone, a mené a une
impasse dans la mesure ou il s’est avéré ensuite impossible de le déméthyler. Néanmoins, cette
¢tude a généré un grand nombre d’intermédiaires qui sont autant d’inhibiteurs potentiels a
évaluer.

L’étude in silico des interactions ligand/protéine a partir des données relatives aux
structures RX des différents complexes reportés dans la PDB a ce jour (44 complexes décrits)
a permis de mettre a jour I’étude structurale d’IDO1 et de conduire des études de docking afin
d’optimiser le design d’inhibiteurs potentiels de I’enzyme.

Différentes séries d’analogues des produits naturels, inhibiteurs potentiels d’IDO1 et de
TDO ont pu étre obtenus sur la base des méthodes mises en ceuvre pour la synthése totale de la
wakayine.

Une partie (les autres sont en cours) des produits synthétisés dans cette étude a été testée
vis-a-vis de I’inhibition de I'IDO1 et de la TDO. Deux analogues des produits naturels
wakayine et tsitsikammamine sont a ce jour les meilleurs inhibiteurs d’IDO1 connus dans cette
famille de composés.

Les études de docking realisees sur ces deux composes ont montré un placement en L
dans le site catalytique de I’enzyme et mettent aussi en évidence le rOle important du substituant
tosyle et la bonne occupation de la poche hydrophobe B située en entrée du cycle. Cette étude

permet de dégager des lignes fortes pour définir de nouvelles structures d’inhibiteurs potentiels.
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Partie expérimentale
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Chemistry

1H and 13C NMR spectra were performed on Bruker Avance 300 or Avance 500 (cryoprobe
TCI 1H {13C, 31P}) spectrometers with the chemical shifts of the remaining protons of the
deuterated solvents serving as internal standards. IR spectra were obtained on a Perkin-Elmer
883 spectrophotometer. Mass spectra were recorded on a GCT premier waters mass
spectrometer for Cl and High resolution mass spectra (HRMS) were recorded on a UPLC Xevo
G2 Q TOF Waters spectrometer for ESI. Reagents were purchased from commercial sources
and used as received. Flash-chromatography was performed on silica gel (15-40 puM) by means
of the solvent systems indicated below.

tert-butyl (2-(4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (1)

NHBoc

N\ C22H24N206S
2 444

To a solution of compound 28 (4 g, 8.4 mmol) in a mixture CH3sCN / H20 (280 mL: 140 mL)
was added CAN (13.88 g, 25.3 mmol). The reaction was stirred at room temperature for 15 min
and was concentrated under vacuum. CH2C1, (200 mL) was added. The organic layer was
separated and the aqueous layer was extracted (2 x 200 mL). The combined organic layers were
dried over MgSOs and concentrated under vacuum to give the expected product as an orange
oil (3,60 g, 95%). *H NMR (CDC13): 1.40 (s, 9H, (CHas)s3), 2.40 (s, 3H, CHsTs), 2.95 (t, 2H,
CH2-CH2-N, J = 6.8 Hz), 3.39 (td, 2H, CH2-CH»>-N, J = 6.8 and 7.2 Hz), 4.71 (s, NH), 6.52 (d,
1H, C:H or C2H, J = 10.2 Hz), 6.58 (d, 1H, C:H and C2H, J = 10.2 Hz), 7.34 (d, 2H, C13H and
C14H, J=8.2 Hz), 7.65 (s, 1H, C = CHN), 8.01 (d, 2H, C12H and CisH, J = 8.2 Hz). *C R.MN
(CDC13): 21.77, 25.88, 28.36 (3C), 40.13, 86.40, 122.80, 128.06, 129.11 (2C), 129.68 (2C),
133.81, 135.65, 136.19, 137.05, 137.88, 146.25, 155.91, 174.74, 184.40. IR (CHC1s): 3380,
1755, 1706, 1663, 1365, 1178 cm™. MS (El) m/z: 444.14 (100.0%); 445.14 (23.8%); 446.13
(4.5%).
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2-amino-1-(1H-indol-3-yl)ethan-1-one (8)

C1oH10N20
5 174

To a suspension of compound 32 (1 g, 3.65 mmol) in CH2Cl> (50 mL) was added dropwise over
a period of 1 h, TFA (5 mL). Stirring was maintained for 30 min. additional. Then the solution
was concentrated under vacuum. EtOAc (50 mL) and saturated aqueous NaHCO3 solution (5
mL) were added and the mixture was vigorously stirred for 10 min. The organic layer was
separated and the aqueous layer was extracted with EtOAc (3 x 10 mL). The combined organic
layers were dried over MgSO4 and evaporated to give the expected compound as a coloured oil
(630 mg. 100 %). 'H NMR (DMSO-de): 3.93 (s, 2H, C1H); 7.16-7.23 (m, 2H, C3H and CsH);
7.47 (d, 1H, CsH, J = 7.3 Hz); 8.17 (d, 1H, C2H, J = 7.0 117); 8.33 (s, 1H, CeH). *C (DMSO-
de): 31.26, 112.71, 114.68, 121.71, 122.30, 123.33, 125,87, 133.90, 137.02, 207.17. IR
(CHCIls): 3340, 1694 cm™. MS (El) m/z: 174 (100%), 175(10%).

1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (9)

O
1 N
2 N C15H11NO4S
\S//O 301
O 0"\ 14
10 13

To a solution of compound 30 (1.25 g, 3.7 mmol) in a mixture CH3CN/ H20 (50 mL: 25 mL)
was added CAN (6.14 g, 11.2 mmol). The mixture was stirred at RT for 30 min and was
concentrated under vacuum. CH>C1, (50 mL) was added. The organic layer was separated and
the aqueous layer was extracted (2 x 50 mL). The combined organic layers were dried over
MgSOs and concentrated under vacuum. The crude product was purified by flash-
chromatography (PE/ EtOAc 80: 20) to give quantitatively the expected compound as a yellow
solid (1.11 g), mp 120 °C. *H NMR (CDCls): 2.42 (s, 3H, PhTs); 6.53 (d, 1H, C1H or C2H, J =
10.3 Hz); 6.59 (d, 1H, C1H or C2H, J = 10.3 Hz); 6.72 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.1 Hz); 7.34
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(d, 2H, C11H and CysH, J = 8.3 Hz); 7.79 (d, 1H, CH=CHNTSs, J= 3.7 Hz); 8.02 (d, 2H, C1oH
and C14H, J = 8.3 Hz). 13C NMR (CDCls): 21.87, 107.84, 129.23, 129.55, 129.74, 129.79 (2C),
130.70 (2C), 133.78, 135.79, 146.46, 174.82, 183.03. IR (CHCIs): 3468, 1670, 1383, 1134 cm
L MS (IE): m/z 301 (M+, 4%), 237 (49), 222 (56), 155(100).

1H-indole-4,7-dione (9°)

CgHsNO,

N 147

Iz

@)

To a solution of compound 24 (4 g, 2.2 mmol) in a CH3CN / H20 mixture (280 mL / 140 mL)
was added CAN (3.6 g, 6.6 mmol). The reaction medium was stirred at room temperature for
15 min and concentrated under vacuum. CH>C1, (200 mL) was added. The organic layer was
separated and the aqueous layer was extracted (2 x 200 mL). The combined organic layers were
dried over MgSOs4 and evaporated to give the expected product as an orange oil (3.2g, 95%).
'H NMR (CDCls): 6.66 (d, 1H, CH = CHNTSs, J = 2.0 Hz); 6.74 - 6.70 (m, 2H); 7.11 (t, 1H, CH
=CHNTsJ=2.7Hz); 9.75 (br s, 1H, NH). *.C NMR (CDCls): 107.0, 123.4,123.8,128.1, 135.8,
137.2, 180.8, 184.9. IR (CHCIs): 3232, 2924, 1643, 1495, 1389, 1103, 1082, 1050, 843, 751
cm™. MS (EI) m/z: 147.03 (100.0%), 148.04 (8.7%).

6-(benzylamino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (12) and 5-(benzylamino)-1-tosyl-1H-indole-
4,7-dione (12°)

To a solution of benzylamine (711 mg, 6.64 mmoles) in EtOH (48 mL), was added dropwise
compound 9 (1 g, 3.32 mmol) in EtOH (24 mL). The mixture was stirred for 2 h. and
concentrated over vacuum. The crude product was purified by flash-chromatography (CH.Cl,)

to give the regioisomers (1.14 g, 84%).
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(12) fuchsia solid (23%), mp 73 °C. *H NMR (CDCls): 2.47 (s, 3H, CH3 Ts); 4.28 (d, 2H, CH.-
NH, J =6 Hz); 6.09 (s, 1H, CN=CH-C=0); 6.76 (d, 1H, C14sH, J = 3 Hz); 7.31-7.42 (m, 7TH, Ph
and Ts); 7.84 (d, 1H, CisH, J = 3 Hz); 8.03 (d, 2H, Ts, J = 9 Hz).:*C NMR (CDCls): 21.80,
47.30, 97.51, 108.62, 126.93, 127.77 (2C), 128.20, 128.93 (2C), 129.0 (2C), 129.79 (2C),
131.31,133.93, 134.35, 135.68, 146.23, 147.86, 170.23, 181.48. IR (CHCl=3): 3286, 3139, 1672,
1617, 1373, 1132. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for C22H19N204S 407.1066, found 407.1066.
(12°) fuchsia solid (61%), mp 77 °C. *H RMN (CDCls): 2.5 (s, 3H, CH3 Ts); 4.29 (d, 2H, CH.-
NH, J =6 Hz); 6.09 (s, 1H, CN=CH-C=0); 6.72 (d, 1H, C1sH, J = 3 Hz); 7.22-7.37 (m, 7TH, Ph
and Ts), 7.73 (d, 1H, CisH, J = 3 Hz), 8.05 (d, 2H, Ts, J = 9 Hz). 1*C NMR (CDCls): 21.80,
47.29, 97.51, 108.62, 126.94, 127.77 (2C), 128.18, 128.93 (2C), 129.99 (2C), 129.79 (2C),
131.31,133.93, 134.34, 135.70, 146.23, 147.86, 170.22, 181.46. IR (CHCIz): 3364, 1675, 1595,
1370, 1173. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for C22H19N204S 407.1066, found 407.1068.

2-amino-1-(1H-indol-3-yl)ethan-1-ol (20)

C10H12N20
176

To a solution of ketoamine 33 (2 g, 11.4 mmol) in MeOH (125 mL) was added portionwise
NaBHjs (2.2 g, 57 mmol). The mixture was stirred for 3 h and water (150 mL) was added. After
concentration over vacuum to remove MeOH, the mixture was extracted by CH2Cl> (3 x 150
mL). The organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under vacuum to give the
expected compound as a white solid (1.6 g, 79 %), mp 97 °C. *H NMR (DMSO-de): 2.82 (m,
2H, NH,); 4.72 (m, 1H, C1H); 4.94 (m, 1H, C1H); 5.77 (br s, 1H, OH); 6.97 (t, 1H, C4H, J =8
Hz); 7.04 (td, 1H, CsH, J = 8 Hz); 7.20 (d, 1H, C7H, J = 2.2 Hz); 7.35 (d, 1H, CeH, J = 8 Hz);
7.62 (d, 1H, CsH, J =8 Hz); 10.87 (br s, 1H, NH). 3C NMR (DMSO-ds): 47.59, 67.01, 111.94,
117.13, 118.84, 119.61, 121.37, 122.78, 126.17, 136.89. IR (CHClI3): 3633, 3340, 1694 cm™.
MS (El): m/z 176.09 (100.0%), 177.10 (10.8%).
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3,6-dimethoxy-2-nitrobenzaldehyde (22)

OMe O

1 H CoHgNOs
5 211
NO,

OMe

To a solution of 2,5-diméthoxybenzaldehyde (100 g, 0.6 mol) in glacial acetic acid (600 mL)
was added dropwise so that the temperature does not rise above 10 °C, 100 % HNO3z (61.5 mL,
1.44 mol). After 1h30 stirring at 15 °C, the mixture was filtered. The precipitate was washed
with minimum amount of cold glacial acetic (100 mL) and put in suspension in EtOH (500
mL). The mixture was refluxed for 15 min. and let cool overnight. The precipitate was filtered
and washed with isopropanol to give the expected compound as a pale-yellow (106 g, 83 %),
mp 166 °C. *H NMR (CDCls): 3.85 (s, 3H, OCHs3); 3.93 (s, 3H, OCH3); 7.08 (d, 1H, C1H, J =
9 Hz); 7.25(d, 1H, C2H, J =9 Hz); 10.34 (s, 1H, CHO). *C NMR (CDCl3) 56.83, 57.30, 114.16,
116.27, 116.73, 120.03, 144.60, 155.36, 186.14. IR (CHCIs): 1617, 1694 cm™. MS (El): m/z
211 (M*, 100%); 193 (7); 135 (76).

(E)-1,4-dimethoxy-2-nitro-3-(2-nitrovinyl) benzene (23)

OMe
1 U NO,
2 C10H10N20g
NO, 254
OMe

A solution of compound 22 (80 g, 0.38 mol), ammonium acetate (50.8 g, 0.66 mol) and
nitromethane (104 mL, 1.91 moles) in glacial acetic acid (230 mL) was warmed at 80 °C for 4
h. Isopropanol (150 mL) was then added and the heating was maintained 30 min. The
suspension was let at RT for 2 h more and filtered. The precipitate was washed with isopropanol
and dried to give the expected compound as an orange solid (83 g, 86%), mp 190 °C. 'H NMR
(CDClg): 3.88(s, 3H, OCHa); 3.96 (s, 3H, OCHs3); 7.05 (d, 1H, CiH, J = 9.3 Hz); 7.14 (d, 1H,
C2H J=9.3 Hz); 7.72 (d, 1H, CH=CHNO> J = 13.6 Hz); 7.95 (d, 1H, CH=CHNO, J = 13.6
Hz). 33C NMR (CDCls): 56.72, 57.19, 112.21, 113.23, 116.58, 127.36, 142.48, 144.75, 152.85
(2C). IR (CHCI3): 1642 cm™. MS (EI): m/z 254 (M*, 100%); 179 (45); 165(49); 150 (66); 108
(51).
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4,7-dimethoxy-1H-indole (24)
OMe

A\ C10H11NO>

N 177

H

OMe

To a suspension of compound 23 (30 g, 0.12 mole) and ammonium formiate (37.2 g, 0.59 mol)
in EtOH (500 mL) was added at 0 °C, 15% Pd/C (30 g,). The mixture was refluxed for 1 h.
After cooling, the mixture was filtered and the filtrate was concentrated over vacuum. CH.Cl;
(500 mL) was added to the residu and the solution so-obtained was washed with water (3 x 200
mL). After drying over MgSO4 and concentration over vacuum, the crude product was purified
by flash-chromatography (PE/EtOAc 90: 10) to give the expected compound as a white solid
(17.5 g, 84%), mp 127 °C. 'H NMR (CDCls): 3.92 (s, 6H, OCHs3); 6.39 (d, 1H, C1H or CzH, J
= 8.4Hz); 6.52 (d, 1H, C1H or C2H, J = 8.4 Hz); 6.63 (dd, 1H, CH=CHNH, J = I’= 2.4 Hz);
7.11 (dd, 1H, CH=CHNH, ] = I’= 2.4 Hz); 8.4 (br. s, 1H, NH). *C NMR (CDCls): 55.77 (2C),
98.83, 100.38, 101.57, 120.06, 122.75, 127.60, 141.21, 147.83. IR (CHCIs): 3482, 2910, 1527,
1348 cm®. MS (El): m/z 177 (M*, 98%); 162 (100).

1-(4,7-dimethoxy-1H-indol-3-yl)-N,N-dimethylmethanamine (25)
OMe NMe,
1
N C13H1gN20,

2 N 234
H
OMe

To a solution of 50% of dimethylamine in water (3.81 mL, 29.94 mmol), acetic acid (4 mL)
and 37% formaldehyde in water (2.19 mL, 28.81 mmol) was added compound 24 (5 g, 28.25
mmol). The reaction was stirred vigorously for 3 h. After this time, the viscous solution was
poured into 10% NaOH/ice (50 mL: 50 g). The reaction media was extracted with CH2Cl; (3 x
50 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and evaporated to give the
product as an oil (6.61 g, 100%). *H RMN (CDC1s): 2.66 (s, 6H, N(CHa)2); 4.18 (s, 2H,
CH2NMey); 4.21 (s, 3H, OCHg); 4.22 (s, 3H, OCHa); 6.67 (d, 1H, C:H or CoH, J = 8.0 Hz);
6.80 (d, 1H, C1H or CzH, J = 8.0 Hz); 7.24 (d, 1H, C=CHN, J = 2.1 Hz); 9.65 (br s, NH) .**C
NMR (CDCls): 43.53 (2C), 53.86, 55.52, 55.90, 98.83, 101.27, 112.1, 118.76, 124.52, 128.05,
141.09, 148.55. IR (CHCl3): 3019, 1720, 1519 cm™. MS (El): m/z 234.14 (100.0%); 235.14
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(14.1%).

2-(4,7-dimethoxy-1H-indol-3-yl)acetonitrile (26)
OMe CN

N C12H12N205
216

N
OMe :
To a suspension of compound 25 (6.61 g, 28.25 mmol) in CH2ClI; / toluene mixture (80: 150
mL) was added methyl iodide (3.7 mL, 56.49 mmol). The reaction was stirred at room
temperature overnight. The solution was concentrated under reduced pressure and the residue
was dissolved in THF (130 mL). TMSCN (4.91 mL, 42.37 mmol) was first added and then with
vigorous stirring, TBAF (1N in THF, 85 mL, 85 mmol) was also added. After 1 h of additional
stirring, the solution was evaporated under reduced pressure and the residue dissolved in
CH2Cl> (200 mL). This organic layer was washed with water (3x100 mL), dried over MgSQOa4
and evaporated. The residue was purified by flash chromatography (CH2Cl;) to give the
expected product as a white solid (5.67 g, 94%), mp: 140 ° C. *H NMR (CDCls): 3.87 (s 3H,
OCHpa); 3.90 (s, 3H, OCHBa); 4.04 (s, 2H, CH2CN); 6.35 (d, 1H, C1H or CzH, J = 8.2, Hz); 6.51
(d, 1H, C1H or CzH, J = 8.2 Hz); 7.10 (s, 1H, C=CHN); 8.33 (s br, NH). *C NMR (CDCl15):
15.78, 55.49, 55.72, 98.95, 102.24, 105.80, 117.58, 119.15, 121.27, 128.29, 140.94, 148.59. IR
(CDCls): 3334, 2260, 1520, 1353, 1258, 1089 cm . MS (El) m/z: 216.09 (100.0%); 217.09
(13.0%).

2-(4,7-dimethoxy-1H-indol-3-yl)ethan-1-amine (27)

NH,
OMe

N C12H16N202
N 220
H

OMe

To a suspension of LiAIH4 (550 mg, 14.5 mmol) in Et.O (5 mL) was added dropwise compound
26 (600 mg, 2.42 mmol) in CH2C1; (20 mL). The solution was stirred for 15 min. H2O (0.5
mL) then 10% NaOH (0.5 mL) and again water (1 mL) were added. Stirring was continued for

10 min and the mixture was filtered on celite. The filtrate was evaporated under reduce pressure
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to give the expected product as an oil (500 mg, 95%). The unstable product 27 was directly

involved in the next reaction.

tert-butyl (2-(4,7-dimethoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (28)

NHBoc
OMe

N\ C17H24N204
N 320
H

OMe

To a solution of compound 27 (1.76 g, 8.02 mmol) in CH2Cl (45 mL) was added di-tert-butyl
dicarbonate (1.75 g, 8.02 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature
overnight and it was filtered to give the expected compound as a white crystal (2.30 g, 90%),
mp: 180 ° C. 'H NMR (CDC13): 1.40 (s, 9H, (CHs)s); 3.02 (t, 2H, CH2-CH-N, J = 6.5 Hz);
3.42 (td, 2H, CH>-CH-N, J = 6.8 and 6.5 Hz); 3.88 (s, 3H, OCH3); 3.90 (s, 3H, OCH3); 4.85 (s
large, NH); 6.34 (d, 1H, CiH or C2H, J = 8.2 Hz); 6.49 (d, 1H, C:H or C2H, J = 8.2 Hz); 6.89
(d, 1H, C=CHN, J = 2.1 Hz); 8.21 (br. s, NH). 13C NMR (CDC1s): 26.84, 28.42 (3C), 42.07,
55.33, 55.68, 78.78, 98.30, 101.49, 114.22, 118.52, 121.08, 128.51, 141.00, 148.90, 156.16. IR
(KBr): 3263, 1690, 1500, 1257 cm™. MS (EI) m/z: 320.17 (100.0%), 321.18 (18.4%), 322.18
(1.6%)).

tert-butyl (2-(4,7-dimethoxy-1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (29)

NHBoc
OMe
N\ C24H30N206S
474
\ =0
OMe OCS
15
12 14
13

To a solution of compound 28 (260 mg, 0.69 mmol) in anhydrous THF (10 mL) was added
under N2, NaH (60% dispersed in oil, 55 mg, 1.39 mmol). After 5 minutes of stirring at room
temperature, di-tert-butyl dicarbonate (227 mg, 1,04 mmol) was added and stirring was

maintained for 1 h. Cold water (1 mL) and CH>C1> (10 mL) were added. The organic phase
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was separated, washed with water (3x10 mL), dried over MgSQ4, and evaporated. The crude
product was purified by flash chromatography (CH.C1. / MeOH 99: 1) to give the compound
as a yellow oil (200 mg, 60%). *H NMR (CDCls): 1, 42 (s, 9H, (CH3)3); 2.37 (s, 3H, CH3Ts);
2.99 (t, 2H, CH>-CH2NHBoc, J = 6.2 Hz); 3.44 (td, 2H, CH,-NHBoc, J = 6.2 and 6.4 Hz); 3.60
(s, 3H, OCHz3); 3.82 (s, 3H, OCHsa); 4.73 (br. s, NHBoc); 6.48 (d, 1H, C:H or CzH, J = 8.8 Hz);
6.57 (d, 1H, C1H or C2H, J = 8.8 Hz); 7.23 (d, 2H, C13H and C14H, J = 8.2 Hz); 7.52 (s, 1H, C
= CHNTSs); 7.69 (d, 2H, C12H and CisH, J = 8.2 Hz). 13C NMR (CDCls): 21,67, 27.13 (3C),
28.49,41.06, 55.62, 56.48, 79.09, 103.47, 107.89, 117.78,122.71, 125.45, 126.62, 127.22 (2C),
129.39 (2C), 137.49, 142.04, 144.06, 148.66, 156.05. IR (CHCIs): 3453, 1707 cm™. MS (EI):
m/z 474.18 (100.0%); 475.19 (26.0%); 476.18 (4.5%).

4,7-dimethoxy-1-tosyl-1H-indole (30)
OMe

A\ C47H47,NO,4S
N 331

\

OMe Ts

To a solution of compound 24 (2 g, 11.3 mmol) in anhydrous THF (100 mL) was added under
nitrogen atmosphere NaH (60 %, dispersed in oil, 1.81 g, 45.19 mmol). After 10 min stirring,
p-tosylsulfonyl chloride (3.2 g, 16.95 mmol) was added and stirring continued for 1 h. Water
(50 mL) was first added carefully and then CH2Cl2 (150 mL). The organic layer was separated,
washed with water (3x100 mL) and dried over MgSOas. The crude product was purified by flash-
chromatography (PE/EtOAc 90: 10) to give quantitatively the expected compound as a yellow
oil (3.75 g). *H NMR (CDCls): 2.36 (s, 3H, PhTs); 3.62 (s, 3H, OCHa); 3.84 (s, 3H, OCHa);
6.48 (d, 1H, C1H J = 8.6 Hz); 6.56 (d, 1H, CoH, J = 8.6 Hz); 6.74 (d, 1H, CH=CHNTs, J = 3.7
Hz); 7.22 (d,2H, C11H et C13H, J = 8.4 Hz); 7.70 (d, 2H, C10H and C14H, J = 8.4 Hz); 7.73 (d,
1H, CH=CHNTs, J = 3.7 Hz).13C NMR (CDCls): 21.67, 55.84, 56.45, 103.30, 104.10, 107.60,
123.94, 125.73, 127.37 (2C), 137.32, 142.03, 144.21, 147.40. IR (CHCIl3): 2926, 1499, 1363,
1176 cm™. MS (El): m/z 331 (M*, 85%); 176 (100); 148 (99); 133 (95).
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tert-butyl (2-(1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (31)

H
6 N
5 /7
4 3 2 Cy5H2N20,
1 260
NH
O

To a solution tryptamine (5g, 31.2 mmol) in CH2Cl> (100 mL), was added at 10 °C, EtsN (13
mL, 93.62 mmol) and Boc20 (7.49 mg, 34.33 mmol). After 1h30 stirring, the organic layer was
separated and the aqueous layer was extracted with CH2Cl, (3 x 100 mL). The combined
organic layers were washed with brine, dried over MgSQOg4, and concentrated under vacuum.
The crude product was purified by flash chromatography (CH.Cl,) to give the product as a
white solid (6.75g, 83%), mp: 96°C. *H NMR (CDCls): 1.46 (s, 9H, (CHs)3); 2.95 (t, 2H, C2H,
J = 6.7 Hz); 3.45 (m, 2H, C3H); 4.65 (br s, 1H, NH); 6.97 (br s, 1H, C7H); 7.10 (t, 1H, C4H, J
=7.0Hz); 7.19 (t, 1H, CsH, J = 7.3 Hz); 7.32 (d, 1H, CeH, J = 7.9 Hz); 7.59 (d, 1H, C3H, J =
7.9 Hz); 8.26 (br. s, 1H, NH Ar). $3C NMR (CDCls): 40.9, 79.1, 111.2, 112.9, 118.7, 119.3,
122.0,122.1, 127.5, 136.4, 156.0. IR cm™ 1696, 2953, 3367. MS (m/z): 260 (M+).

tert-butyl (2-(1H-indol-3-yl)-2-oxoethyl)carbamate (32)

5 H
4 N
/ 6
3 C15H1gN203
2 1 o 274
NHBoc

To a solution of 31 (2.4 g, 9.5 mmol) in THF/H20 (64 mL: 8 mL) was added DDQ (4.43g, 19
mmol). The mixture was stirred for 1h30 at room temperature. The solvent was removed under
vacuum and NaOH 0.1M (90 mL) was added. The mixture was filtered and the precipitate was
washed with water and Et,0 to give quantitatively the product as a white solid, mp 197 °C. 'H
NMR(CDCI3+CD30D): 1.39 (s, 9H, (CHa)3); 4.40 (s, 2H, C1H); 7.15-7.19 (m, 2H, C3H and
CsH); 7.33-7.38 (m, 1H, CsH); 7.91 (s, 1H, Ce¢H); 8.14-8.18 (m, 1H, C:H). C NMR
(CDCI3+CD30D): 27.9, 46.7, 79.7, 111.7, 114.3, 121.3, 122.2, 123.1, 125.1, 132.3, 136.5,
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156.3, 190.0. IR (CHCls): 3327, 3259, 1687, 1646 cm't. MS (EI) m/z: 274.13 (100.0%), 275.14
(16.2%), 276.14 (1.2%).

tert-butyl (2-(5-((2-hydroxy-2-(1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-
1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (34a) and tert-butyl (2-(6-((2-hydroxy-2-(1H-indol-3-
yl)ethyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (34b)

H
7 N ’
6 3 N NHBoc
5 / 0 Ts ) o
4 9 N 0
1 / 9 032H34N407S \
o) 10 H \
34a 11 34b o} Ts

NHBoc

To asuspension of hydroxyamine 1 (610 mg, 3.43 mmol) in EtOH (12 mL) was added dropwise
a solution of indole 20 (760 mg, 1.71 mmol) in EtOH (24 mL). The mixture was stirred at room
temperature overnight. The mixture was evaporated under reduced pressure and the crude
product was purified by flash-chromatography (CH2Cl>/ MeOH 98: 2) to give the two isomers
(1.06g, 70%)

34a: 'H NMR (DMSO-d6): 1.36 (s, 9H, (CH3)3); 2.42 (s, 3H, CH3 Ts); 3.22 (g, 2H, C1oH, J =
6 Hz); 3.40 (t, 2H, C11H, J = 6 Hz); 3.61 (m, 1H, C:H); 4.09 (q, 1H, C1H, J =5.2 Hz); 5.31 (s,
1H, CgH); 5.38 (m, 1H, C2H); 6.85 (t, 1H, C3H, J = 6 Hz); 6.96 (t, 1H, CsH, J = 8 Hz); 7.06 (m,
2H, CsH and C4H); 7.30 (d, 1H, C3H, J =2.3 Hz); 7.35 (d, 1H, C7H, J =8 Hz); 7.49 (d, 2H, Ts
); 7.81 (s, 1H, CoH); 7.96 (d, 2H, Ts); 10.95 (br. s, 2H, NH Ar). 3C NMR (DMSO-d6): 21.66,
25.67, 28.70(3C), 49.68, 55.39, 64.86, 77.95, 96.69, 111.92, 116.88, 118.92, 119.64, 121.52,
122.87, 123.60, 126.25, 127.26, 128.44 (2C), 130.06, 130.44 (2C), 130.78, 134.19, 136.82,
146.56, 148.53, 156.08, 170.38, 182.20. IR (KBr): 3556, 3202, 1635, 1502, 1165 cm™. MS
(ED): m/z calcd: 619.2250 found 619.2251.

34b: *H NMR (DMSO0-d6): 1.35 (s, 9H, (CHs)s); 2.40 (s, 3H, CH3 Ts); 3.22 (g, 2H, C1oH, J =
6 Hz); 3.40 (t, 2H, C11H, J = 6 Hz); 3.61 (m, 1H, C:H); 4.09 (q, 1H, C1H, J =5.2 Hz); 5.31 (s,
1H, CgH); 5.38 (m, 1H, C2H); 6.85 (t, 1H, CsH, J = 6 Hz); 6.96 (t, 1H, CeH, J = 8 Hz); 7.06 (m,
2H, CsH and C4H); 7.30 (d, 1H, C3H, J = 2.3 Hz); 7.35 (d, 1H, C7H, J =8 Hz); 7.30 (d, 2H, Ts
); 7.81 (s, 1H, CoH); 7.92 (d, 2H, Ts); 10.92 (br. s, 2H, NH Ar). *C NMR (DMSO-d6): 21.66,
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25.67, 28.70(3C), 49.68, 55.39, 64.86, 77.95, 96.69, 111.92, 116.88, 118.92, 119.64, 121.52,
122.87, 123.60, 126.25, 127.26, 128.44 (2C), 130.06, 130.44 (2C), 130.78, 134.19, 136.82,
146.56, 148.53, 156.08, 170.38, 182.20. IR (KBr): 3565, 3220, 1653, 1520, 1156 cm™. MS
(EI): m/z calcd: 619.2250 found 619.2253.

tert-butyl (2-oxo0-2-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (35)

9
8
10
7
11
O=
6 90
5 N C2ooH24N205S
2 428
4 /
3
1 (0]
NHBoc

To a solution of 32 (3 g, 10.95 mmol) in CH2Cl2 (150 mL), was added EtsN (4.6 mL, 34.1
mmol) and DMAP (133 mg, 1.09 mmol). After 5 min stirring, p-toluenesulfonyl chloride was
added (3.2 g, 16.4 mmol). The reaction was stirred for 30 min. The solution was washed with
water (3 x 100 mL), dried over MgSO4 and concentrated under vacuum to give the product as
a yellow powder (1.01 g, 73%), mp 146 °C.*H NMR(CDClIs): 1.48 (s, 9H, (CHs)3); 2.36 (s,
3H, CoH); 4.57 (d, 2H, C1H, J = 4.7 Hz); 5.52 (br. s, 1H, NH); 7.28 (d, 2H, CgH and CioH, J =
8.2 Hz); 7.42-7.27 (m, 2H, CsH and CsH); 7.84 (d, 2H, C7H and C11H, J = 8.2 Hz,); 7.96 (d,
1H, Ce¢H J = 7.5 Hz); 8.27-8.24 (m, 1H, C3H); 8.32 (s, 1H, C2H). 3C NMR(CDClIs): 21.6,
28.3,47.8,79.7, 113.1, 118.5, 122.7, 124.9, 125.9, 127.1, 130.2, 131.6, 134.2, 134.6, 146.0,
155.8, 190.2. IR (Csl): 3412, 1712, 1667, 1536, 1502, 1446 cm™. MS (El): m/z 428 (M", 2),
298 (100), 217 (3), 155 (45), 91 (58).

2-amino-1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethan-1-one (36)

Ts
/
N
/ C47H4N,03S
328
0
NH,

To a suspension of compound 35 (1g, 2.33 mmol) in CH2Cl> (50 mL) was added dropwise TFA
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(5 mL). The mixture was stirred for 3h. After concentration under reduced pressure, the residue
was triturated in Et2O. Filtration gave the expected compound as a white solid (1 g, 97 %), mp
182 °C. *H NMR (DMSO-ds): 2.35 (s, 1H, CH3 Ts); 4.59 (m, 2H, CsH); 7.42 (dd, 1H, C2H, J
=7.3and 7.7 Hz); 7.46 (d, 2H, Ts, J = 8.2 Hz); 7.45-7.49 (m, 1H, C3H, J = 6 Hz); 7.98 (d, 1H,
CsH,J=7.3Hz); 8.05(d, 2H, Ts J =8.2 Hz); 8.18 (d, 1H, C1H, J =7 Hz); 8.27 (br s, 2H, NH>).
13C NMR (DMSO-ds): 21.66, 45.50, 113.77, 117.70, 122.48, 125.83, 126.71, 127.13, 127.90
(2C), 128.33, 131.12 (2C), 133.84, 134.41, 135.73, 147.14, 158.41, 189.25. IR (KBr): 3235,
1672, 1532, 1170 cm™. MS (EI): m/z 330.10 (100.0%), 331.11 (18.4%), 332.10 (4.5%).

2-amino-1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethan-1-ol (37)

4 Ts
3 N
y/ 5
2 C47H1gN203S
1 OH 330

NH,

To a suspension of compound 36 (450 mg, 1.37 mmol) in MeOH (15 mL) was added
portionwise, NaBH4 (260 mg, 6.8mmol). The reaction media was stirred for 3 h. After
concentration under reduce pressure, water (50 mL) was added and the mixture was extracted
with CHxCl, (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried over MgSOs and
concentrated to give the product as a yellow powder (370 mg, 82 %), mp 182 °C. 'H NMR
(DMSO-dg): 1.16 (t, 2H, NH2, J = 7.1 Hz); 2.28 (s, 1H, CH3 Ts); 2.76 (m, 2H, CeH); 4.75 (t,
1H, CH-OH); 7.21 (t, 1H, CoH, J = 7.2 Hz); 7.31 (t, 1H, C3H, J =7.2 Hz); 7.35 (d, 2H, Ts, J =
8.2 Hz); 7.59 (s, 1H, CsH); 7.66 (d, 1H, CsH, J= 7.2 Hz); 7.82 (d, 2H, Ts, J = 8.2 Hz); 7.89 (d,
1H, CiH, J = 7.2 Hz). 3C NMR (DMSO-ds): 21.48, 42.24, 67.90, 113.68, 119.60, 121.28,
123.61, 125.16, 125.97, 127.16 (2C), 130.27, 130.68 (2C), 130.88, 134.27, 134.64. IR (KBr):
3355, 1446, 1372, 1170 cm™. HRMS (DCI-CHs- MH*) calcd for Ci17H1sN20sS: 329.0960,
found 329.0966.
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tert-butyl (2-(5-((2-hydroxy-2-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-
dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (38a) and tert-butyl (2-(6-((2-hydroxy-2-(1-tosyl-
1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate
(38b) and tert-butyl (2-(6-((2-hydroxy-2-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethyl)(2-
hydroxyethyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (38c)

7 s
6 N 3
5 /) g O s NHBoc
!
20 N
4 9  C3oH4oN4O9S; 1
1Ny / 772 \ o
Ho 5 o
38a 1

NHBoc

NHBoc
10
2 H
Ng C41H44N4010S2
816
Ts
38¢ HO\)

To a solution of hydroxylamine 37 (1.6 g, 4.85 mmol) in EtOH (15 mL) was added dropwise a
solution of quinone 1 (1.1 g, 2.43 mmol) in EtOH (35 mL). After 4 h stirring at room
temperature, the mixture was concentrated under vacuum and the crude product was purified
by flash-chromatography (CH.Cl>/MeOH 99:1) to give the products

38a: dark fuschia solid (630 mg, 34 %), mp 115 °C. *H NMR (CDCls): 1.45 (s, 9H); 2.37 (s,
3H); 2.44 (s, 3H); 2.95 (t, 2H, J = 6.7 Hz); 3.43 (m, 4H); 4.74 (br. s, 1H); 5.19 (t, 1H, J=5.8
Hz); 5.21 (s, 1H); 6.13 (t, 1H, J = 5.6 Hz); 7.23-7.28 (m, 3H); 7.33-7.39 (m, 3H); 7.55 (s, 1H);
7.56 (d, 1H, J = 10.6 Hz); 7.61 (s, 1H); 7.80 (d, 2H, J = 8.4 Hz); 8.00 (d, 1H, J = 8.3 Hz); 8.01
(d, 2H, J = 8.4 Hz). *C NMR (CDCls): 21.60, 21.77, 26.22, 28.39 (3C), 40.04, 48.11, 65.64,
79.38, 97.79, 113.88, 119.90, 122.10, 122.35, 123.42, 123.49, 124.53, 125.25, 125.93, 126.91
(2C), 128.13, 129.06 (2C), 129.46 (2C), 130.00, 130.04 (2C), 132.80, 134.26, 135.00, 135.37,
145.24, 145.81, 147.17, 155.95, 174.99, 179.58. IR (ATR): 3365, 1673, 1597, 1365, 1171.
HRMS (ESI) calcd for CagHaoN4OgNaS2 795.2134 (MNa+), found 795.2146.

38b: dark fuschia solid (680 mg, 36 %), mp 143 °C. *H NMR (CDCls): 1.45 (s, 9H); 2.37 (s,
3H); 2.46 (s, 3H); 3.00 (t, 2H, J = 6.7 Hz); 3.38-3.49 (m, 4H); 4.89 (br. s, 1H); 5.22 (t, 2H, J =
6.3 Hz); 5.30 (s, 1H); 6.14 (t, 1H, J = 5.7 Hz); 7.23-7.29 (m, 3H); 7.34-7.38 (m, 3H); 7.60 (d,
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1H,J=7.6 Hz); 7.62 (s, 1H); 7.69 (s, 1H); 7.80 (d, 2H, J = 8.2 Hz); 8.00 (d, 1H, J = 8.2 Hz);
8.02 (d, 2H, J = 8.2 Hz). 3C NMR (CDCls): 21.59, 21.78, 25.75, 28.40 (3C), 40.51, 48.14,
79.31, 97.71, 113.89, 119.89, 122.29, 123.47, 123.50, 123.57, 125.26, 126.90 (2C), 127.34,
128.15,128.91 (2C), 129.81 (2C), 129.90, 130.08 (2C), 130.20, 130.61, 133.90, 134.92, 135.38,
145.30, 146.20, 147.71, 156.08, 169.90, 183.27. IR (ATR): 3360, 1678, 1593, 1364, 1170.
HRMS (ESI) calcd for CagH40NsO9NaS, 795.2134 (MNa+), found 795.2123.

38c dark fuschia solid (220 mg, 10 %). *H NMR (CDCls): 1.43 (s, 9H, (CH3)s); 2.35 (s, 3H,
CHs3 Ts); 2.45 (s, 3H, CH3 Ts); 2.99 (t, 2H, CoH, J = 6.7 Hz); 3.40 (q, 2H, C10H, J = 6Hz); 3.52
(d, 2H, C1H, J = 6 Hz); 3.93 (dd, 2H, C12H, J = 6 Hz and 9 Hz); 4.11 (dd, 2H, C13H, J =6 Hz
and 9 Hz); 4.88 (br s, 1H, NHBoc); 5.30 (s, 1H, C11H); 6.01 (t, 1H, CoH, J = 6 Hz); 7.24-7.26
(m, 3H, Ts and CsH); 7.32-7.37 (m, 3H, Ts and CeH); 7.66 (s, 1H, C3sH); 7.67 (s, 1H, CgH);
7.69 (d, 1H, C7H, J =6 Hz); 7.79 (d, 2H, Ts, J = 6 Hz); 7.96 (d, 1H, CsH, J = 6 Hz); 8.00 (d,
2H, Ts, J = 6 Hz). *C NMR (CDCI3): 21.59; 21.78; 25.69; 28.39 (3C); 40.56; 49.03 (2C);
79.15; 97.94; 106.44; 113.71; 120.78; 121.21; 123.53; 123.65; 124.84; 125.09; 126.90 (2C);
127.18; 127.35; 128.85 (2C); 129.13; 129.69; 129.81 (2C); 130.08 (2C); 130.60; 133.98;
134.88; 135.51; 145.34; 146.17; 147.80; 156.07; 170.05; 183.36. HRMS (DCI-CH4, MH")
calcd for C41HasN4O10S, 817.2532, found 817.2534.

7-(2-aminoethyl)-5-tosyl-3-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)-2,3-dihydropyrrolo[2,3-f]lindole-

4,8(1H,5H)-dione (39a)

C34H39N406S2
654

To a solution of compound 38a (50 mg, 0.065 mmol) in CH2Cl (1.6 mL) was added dropwise
TFA. The mixture was stirred for 4 h. After concentration over vacuum, NaOH 1N (5 mL) was
added and this aqueous layer was extracted by CH2Cl2 (3 x 5 mL). The organic layer was dried
over MgSO4 and concentrated. The crude product was purified by flash-chromatography
(CH2Cl2/MeOH, 95:5) to give the expected product as a blue solid (15 mg, 36 %), mp 167 °C.
IH NMR (DMSO-de): 2.29 (s, 3H); 2.41 (s, 3H); 2.69-3.20 (m, 6H); 4.36 (d, 1H, J = 6.0 Hz);
4.70 (t, 1H, J = 6.0 Hz); 7.01 (d, 1H, J = 3.0 Hz); 7.12 (t, 1H, J = 6.0 Hz); 7.28-7.34 (m, 3H);
7.49 (d, 2H, J = 9.0 Hz); 7.55 (d, 1H, J = 6.0 Hz); 7.61 (d, 1H, J = 9.0 Hz); 7.65 (d, 2H, J = 9.0
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Hz); 7.81 (s, 1H); 8.01 (d, 2H, J = 9.0 Hz). 3C NMR (CDCls): 21.49, 21.71, 29.71, 39.63,
51.66, 66.36, 107.82, 108.59, 115.60, 120.23, 121.37, 124.79, 127.58 (2C), 127.81, 129.01,
129.08 (2C), 129.60, 129.82 (2C), 129.88 (2C), 129.93, 131.4, 132.95, 133.37, 135.23, 141.89,
142.27, 144.81, 146.60, 170.23, 182.40. IR (ATR): 3310, 1681, 1610, 1582, 1512, 1352, 1175
cm™. HRMS (DCI-CHa4, MH") calcd for C34H29N406S> 655.1685, found 655.1653.

3-(2-aminoethyl)-1-tosyl-5-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)-6,7-dihydropyrrolo[3,2-f]lindole-
4,8(1H,5H)-dione (39b)

C34H30N406S7
654

Same procedure as for compound 39a, involving compound 38b (50 mg, 0.065 mmol), CH.Cl;
(1.6 mL). After purification, the expected compound was obtained as a blue solid (27 mg, 64
%), mp 150 °C. 'H NMR (DMSO-ds): 2.29 (s, 3H), 2.41 (s, 3H), 2.90-3.01 (m, 6H), 4,08 (br.
s, 2H), 4.32 (m, 1H), 4.69 (m, 1H), 7.01 (d, 1H, J =3.0 Hz), 7.12 (t, 1H, J = 6.0 HZz), 7.28-7.32
(m, 3H), 7.48 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 7.55 (d, 1H, J = 6.0 Hz), 7.61 (d, 1H, J = 9.0 Hz), 7.65 (d,
2H,J = 9.0 Hz), 7.78 (s, 1H), 8.01 (d, 2H, J = 9.0 Hz). 3C NMR (CDCls): 21.49, 21.72, 29.72,
39.86, 51.53, 66.39, 107.82, 109.22, 115.58, 120.25, 121.37, 124.64, 127.67 (2C), 127.82,
128.78,129.16, 129.19 (2C), 129.60, 129.62 (2C), 129.77 (2C), 129.93, 132.95, 133.33, 135.23,
141.89, 142.27, 144.81, 146.60, 174.26, 179.27. IR (ATR): 3380, 1821, 1621, 1580, 1542,
1354, 1167 cm™ HRMS (DCI-CH4, MH+) calcd for CssH31N4OgS, 655.1685, found 655.1664.
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5-tosyl-7-(1-tosyl-1H-indol-3-yI)-2,3,5,7,8,9-hexahydro-6H-dipyrrolo[4,3,2-de:3",2'-
h]quinolin-6-one (40a) and 7-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)-5,7,8,9-tetrahydro-6H-
dipyrrolo[4,3,2-de:3',2'-h]quinolin-6-one (41a)

Co7H20N403S
480

40a 41a

A mixture of compound 39a (200 mg, 0.306 mmol) and 4A molecular sieve (2 g) in absolute
EtOH (17 mL) was refluxed overnight. After filtration, the filtrate was concentrated and
purified by flash-chromatography (CH2Cl2/ MeOH 99: 1) to give:

40a: violin solid (45 mg, 23%), mp 221°C. *H NMR (CDCls): 2.34 (s, 3H, CHs Ts); 2.43 (s,
3H, CHs Ts); 2.83 (td, 2H, CoH J =1.1 Hz and J = 7.5Hz); 3.11 (m, 1H, C2H); 4.20 (m,3H, C:H
and CioH); 4.68 (m, 1H, C1H); 7.05 (br. s, 1H, NH); 7.11 (td, 1H, CsH, J = 0.9 and 7.7 Hz);
7.16 (d, 2H, Ts, J = 8 Hz); 7.26 (td, 1H, CeH, J = 0.9 and 7.7 Hz); 7.34 (s, 1H, CsH); 7.35 (d,
2H, Ts, J = 7.1 Hz); 7.40 (t, 1H, CsH J = 1.1 Hz); 7.50 (d, 1H, CH J = 7.6 Hz ); 7.58 (d ,2H ,
Ts, J=8.4 Hz); 7.80 (d, 1H, C4H, J = 7.9 Hz); 8.09 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz).:3C NMR (CDCls):
18.16, 21.51, 21.74, 29.71, 49.71, 51.72, 109.07, 111.42, 115.89, 116.23, 120.43, 122.63,
123.61, 124.26, 124.87, 127.32 (2C), 128.60, 128.73 (2C), 129.64 (2C), 129.79 (2C), 130.64,
133.03,133.44,134.95, 141.90, 143.17, 144.57, 145.47,152.85, 174.00. IR (ATR): 3345, 1777,
1667, 1348, 1163. IR (ATR): 3281, 1701, 1620, 1587, 1530, 1355, 1168 cm™*. HRMS (DCI-
CHg) calcd for C34H28N40sS2 636.1501, found 636.1525.

41a: yellow solid (90 mg, 62%), mp 160°C. *H NMR (CDCls): 2.33 (s, 3H, CHs Ts); 3.34 (m,
1H, C2H); 4.43 (m, 1H, C1H); 4.89 (m, 1H, C1H); 7.16 (m, 2H, CsH and C7H) 7.17 (d, 2H, Ts,
J=8Hz); 7.62 (t, 1H, CeH, J =8 Hz); 7.63 (d, 2H, Ts, J = 8.3 Hz); 7.70, (d, 1H, CgH, J = 2.7
Hz); 7.74 (d, 1H, CeH, J = 5.9 Hz); 7.75 (s, 1H, CsH); 7.86 (d, 1H, CsH, J = 8 Hz); 8.43 (d, 1H,
CioH, J = 5.9 Hz). *3C NMR (CDCls): 21.50, 19.71, 66.75, 110.62, 111.82, 115.87, 117.67,
119.39, 120.30, 120.36, 124.39, 124.77, 127.42 (2C), 128.45, 129.78 (2C), 129.84, 130.83,
132.80, 133.18, 140.77, 141.99, 143.81, 144.52, 146.57, 174.02. IR (ATR): 3342, 1768, 1669,
1348, 1164. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for C27H21N4O3S 481.1334, found 481.1330.

151



N-(2-(4,8-dioxo-1-tosyl-5-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)-1,4,5,6,7,8-hexahydropyrrolo[3,2-
flindol-3-yl)ethyl)-4-methylbenzenesulfonamide (40b) and N-(2-(4,8-dioxo-5-(1-tosyl-1H-
indol-3-yl)-1,4,5,6,7,8-hexahydropyrrolo[3,2-flindol-3-yl)ethyl)-4-

methylbenzenesulfonamide (41b)

C34H30N406S7

808 654

40b 41b

Same procedure as for 40a/41a involving, compound 39b (60 mg, 0.092 mmol) in absolute
EtOH (5 mL) and 4A molecular sieve (720 mg). Purification by flash-chromatography
(CH2CI2/MeOH 99: 1) gave:

40b: blue solid (48 mg, 65%), mp 162°C.*H NMR (CDCls): 2.34 (s, 3H, CH3 Ts); 2.37 (s, 3H,
CH3 Ts); 2.51 (s, 3H, CH3 Ts); 2.95 (t, 2H, CoH, J = 6.2 Hz); 3.06 (m, 1H, C2H); 3.34 (q, 2H,
CioH, J=6.2 Hz); 4.13 (m, 1H, C1H); 4.75 (m, 1H, C1H); 5.00 (t, 1H, NHTs, J = 4.5 Hz); 6.83
(m, 1H, NH); 7.14 (t, 1H, CsH, J = 7.9 Hz); 7.15 (s, 1H, CgH); 7.18 (d, 2H, Ts, J = 7.6 Hz);
7.19 (d, 2H, Ts); 7.31 (t, 1H, CeH, J = 7.5 Hz); 7.44 (d, 2H, Ts, J = 8.2 Hz); 7.50 (d, 1H, C7H,
J=7.5Hz); 7.60 (s, 1H, CsH); 7.61 (d, 2H, J = 8.2 Hz); 7.66 (d, 2H, Ts, J = 8.2 Hz); 7.82 (d,
1H, C4H, J = 8.0 Hz); 8.08 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz). 3C NMR (CDCls) 21.47, 21.54, 21.86,
25.50, 43.63, 51.89, 66.48, 108.09, 108.79, 115.98, 120.62, 122.85, 125.02, 126.85 (2C),
127.35 (2C), 129.22 (2C), 129.39, 129.51, 129.65 (2C), 129.69 (2C), 129.88 (2C), 130.01,
130.37, 132.81, 133.67, 135.45, 137.28, 142.12, 142.21, 143.21, 144.82, 146.48, 169.92,
182.890. IR (ATR): 3324, 1789, 1672, 1358 1111 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH™) calcd for
Ca1H37N40gS3 809.1773, found 809.1793.

41b: blue solid (17 mg, 28%), mp 194°C. 'H NMR (CDCls): 2.33 (s, 3H, Ts); 2.39 (s, 3H, Ts);
2.93 (t, 2H, CoH, J = 6.2 Hz); 3.10 (m, 1H, C2H); 3.31 (m, 2H, C1oH); 4.24 (m, 1H, C1H); 4.82
(m, 1H, C1H); 5.22 (m, 1H, NHTs); 6.90 (s, 1H, C7H ); 6.92 (m, 1H, NH); 7.09 (t, 1H, CsH, J
=7.35Hz); 7.19 (d, 2H, Ts, J = 8.2 Hz); 7.23 (s, 1H, CgH); 7.24 (d, 2H, Ts, J = 7.8 Hz); 7.29
(t, 1H, CeH, J = 7.7 Hz); 7.43 (d, 1H, C3H, J = 7.4 Hz); 7.63 (d, 2H, Ts, J = 8.3 Hz); 7.69 (d,
2H, Ts, J = 8.2Hz); 7.81 (d, 1H, C4H, J = 8.1 Hz); 9.45 (br. s, 1H, NHAr). 3C NMR (CDCls)
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21.49, 21.54, 25.55, 43.63, 51.87, 66.74, 108.79, 109.73, 115.88, 120.51, 123.76, 124.62,
125.00, 126.50, 126.93 (2C), 127.39 (2C), 128.99, 129.08, 129.56 (2C), 129.90 (2C), 130.34,
132.95,134.73, 137.25,141.99, 142.23, 143.09, 144.82, 172.01, 183.44. IR (ATR): 3340, 1669,
1596, 1168 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for CssH31N4O6S 655.1685, found 655.1703.

N-(2-(5-(1H-indol-3-yl)-4,8-dioxo-1,4,5,6,7,8-hexahydropyrrolo[3,2-f]lindol-3-yl)ethyl)-4-
methylbenzenesulfonamide (42b)

C27H24N404S
500

A solution of 41b (26 mg, 0.04 mmol) in dioxane/NaOH 1M (1: 1, 4ml), was stirred overnight.
CHCI; (5ml) and some drops MeOH were added. The resulting organic layer was dried over
MgSOs and evaporated under reduce pressure. The crude product was purified by flash
chromatography (CH2Cl2/MeOH) 90: 10) to give the expected compound as a grey/blue solid
(18 g, 90%), mp 236°C. *H NMR (DMSO-ds): 2.30 (s, 3H, Ts); 2.93 (t, 2H, CoH, J = 6.2 Hz);
3.17 (m, 1H, C2H); 3.30 (m, 2H, C1oH); 4.08 (m, 1H, C1H); 4.34 (m, 1H, C1H); 4.75 (m, 1H,
NHTSs); 7.12 (t, 1H, CsH, J = 7.35 Hz); 7.16 (s, 1H, C3H ); 7.25 (d, 1H, CsH, J = 8.2 Hz); 7.29
(t, 1H, CeH, J = 7.7 Hz); 7.31 (d, 2H, Ts, J = 8.2Hz); 7.49 (s, 1H, C7H); 7.62 (d, 1H, C4H, J =
8.1 Hz); 7.69 (d, 2H, Ts, J = 8.2Hz); 8.16 (br. s, 2H, NHAr). °C (DMSO-ds): 21.44, 24.19,
39.15, 52.02, 65.39, 106.99, 110.64, 115.76, 120.33, 121.27, 124.25, 125.46, 127.83 (2C),
128.38, 129.14, 129.36, 130.47 (2C), 130.66, 132.82, 133.02, 141.59, 144.21, 145.30, 172.10,
182.90. IR (ATR): 3320, 1656, 1594, 1165 cm™* MS (El): m/z M+H = 501.1586

tert-butyl-3-(2-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethyl)-4,7-dimethoxy-1H-indole-1-
carboxylate (43) and tert-butyl (2-(4,7-dimethoxy-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (44)

NHBoc NHBoc
OMe OMe
1 1
N\ C2oH3oN>06 N\
2 420 2 C17H24N204
N N 320
\ H
OMe Boc OMe
43 44
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To a solution of compound 27 (200 mg, 0.9 mmol) in anhydrous THF (15 mL) was added,
under N2, NaH (60% dispersed in oil, 145 mg, 3.63 mmol). After 5 min stirring, di-tert-butyl
dicarbonate (417 mg, 1.9 mmol) was added and stirring wasmaintained for 1 h. Water (5 mL)
and then CH2Cl. (20 mL) were added. The solution organic layer was recovered and washed
with water (2 x 20 mL), dried over MgSQO4 and evaporated. The crude product was purified by
flash chromatography (CH-Cl>) to give the compounds

43 colorless oil (230 mg, 60%). *H NMR (CDCIs): 1.40 (s, 9H, C (CHz3)s); 1.60 (s, 9H, C
(CHs)3); 2.96 (t, 2H, CH2>-CH2N, J = 5.8 Hz); 3.41 (td, 2H, CH2-CH2N, J = 5.8 and 6.2 Hz);
3.84 (s, 3H, OCHBa); 3.85 (s, 3H, OCH3); 4.74 (br. s, NH); 6.53 (d, 1H, C1H or CoH, J = 8.4 Hz);
6.69 (d, 1H, C1H or CzH, J = 8.4 Hz); 7.19 (s, 1H, C=CHNBoc). 1*C NMR (CDCls): 26.91
(3C), 27.86, 28.32 (3C), 41.02, 55.40, 56.59, 78.76, 83.03, 103.00, 107.68, 117.31, 122.23,
125.21, 126.53, 142.87, 148.50, 149.27, 155.93. IR (CHC13): 1728 cm™. MS (EI) (m/z): 420
(M*, 22%); 320 (27); 264 (25); 190 (100).

44 colorles oil. 'H NMR (CDCI3): 1.40 (s, 9H, (CHa)3); 3.02 (t, 2H, CH2-CH-N; J = 6.5 Hz);
3.42 (td, 2H, CH.-CH>-N, 6.8 and 6.5 Hz); 3.88 (s, 3H, OCHB3); 3.90 (s, 3H, OCHz) 4.85 (br s,
NH); 6.34 (d, 1H, C:H or C2H, J = 8.2 Hz); 6.49 (d, 1H, C1H or CoH, J = 8.2 Hz); 6.89 (d, 1H,
C=CHN, J = 2.1 Hz); 8.21 (br. s, NH). *C NMR (CDCls): 26.84, 28.42 (3C), 42.07, 55.33,
55.68, 78.78, 98.30, 101.49, 114.22, 118.52, 121.08, 128.51, 141.00, 148.90, 156.16. IR (KBr):
3263, 1690, 1500, 1257 cm™. MS (El) (m/z): 320 (M+, 21%); 264 (23); 190 (100).

tert-butyl  3-(2-((tert-butoxycarbonyl)amino)ethyl)-4,7-dioxo-4,7-dihydro-1H-indole-1-
carboxylate (45) NHBoGC
O

\ C2oH26N206
2 N 390
B

o) oc

Same procedure as for compound 1 involving 38 (1.0 g, 2.38 mmol), CH3CN/ H20 (15 mL: 7.5
mL) and CAN (2.25 g, 5.24 mmol) in CH3CN/H20O (15 mL / 7.5 mL), the solution being stirred
at 0 ° C, for 30 min. After work-up, the crude product was purified by flash chromatography
(PE / AcOEt 70:30) to give the product as a red solid (850 mg, 91%), mp: 100 ° C. *H NMR
(CDCl3): 1.38 (s, 9H, (CHg3)3); 1.59 (s, 9H, (CHs)s); 2.90 (t, 2H, CH2-CH2N, J = 5.8 Hz); 3.34
(td, 2H, CH2-CH2N, J = 6.2 Hz); 4.72 (br s, 1H, NHBoc); 6.52 (d, 1H, C1H or C2H, J = 8.4 Hz);
6.59 (d, 1H, C1H or CoH, J = 8.4 Hz); 7.29 (s, 1H, C=CHNBoc). **C NMR (CDCls): 25.86
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(3C), 27.55, 28.36 (3C), 40.21, 79.25, 86.49, 98.74, 122.68, 127.56, 130.72, 135.64, 137.87,
147.46, 155.91, 175.30, 184.87. IR (CHCls): 1652, 1682, 1694, 3390 cm™. MS (EI): m/z 390
(M*, 1%); 243 (10); 173 (32); 161 (53).

2-(1H-indol-3-yl)-N-méthylethanamine (51b)

A C11H14N2
174

To a solution of 88 (13.78 g, 59.4 mmol) in dry THF (110 mL) under N2 at 0 °C was added
portionwise LAH (6.76 g, 178 mmol). The mixture was refluxed for 1 h and then cooled to 0
°C. Water (3 mL) and 15% aqueous solution of NaOH (3 mL) were carefully added. After
filtration, the precipitate was washed with THF (30 mL). The filtrate was dried over MgSO4
and concentrated under reduced pressure to give the compound as a beige solid (9.24 g, 89%),
mp 82 °C. *H NMR (CDCls): 1.47 (s, 1H, NHMe); 2.35 (s, 3H, Me); 2.81-2.86 (m, 2H, C2H);
2.89-2.94 (m, 2H, C1H); 6.80 (s, 1H, C3sH); 7.03 (td, 1H, C¢H, J = 7.4 and 1.2 Hz); 7.10 (td,
1H, CsH,J=7.4and 1.2 Hz); 7.19 (d, 1H, C7H, J = 7.6 Hz); 7.54 (d, 1H, C4H, J = 7.6 Hz); 9.52
(1H, s, NH). 13C NMR (CDCls): 25.42, 35.99, 51.82, 111.32, 112.91, 118.65, 118.85, 121.59,
122.45, 127.30, 136.53. HRMS (FAB, MH") calculated for CiiHisN2, 175.1235, found
175.1235).

5-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (54a) and 6-((2-(1H-indol-
3-ylethyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (54°a) and 5-((2-(1H-indol-3-
yl)ethyl)amino)-1H-indole-4,7-dione (54b) and 6-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-1H-
indole-4,7-dione (54’b)

H
Y
VA Ts
10 N
g  CasH2iN304S N
% 459 N
9 T

S
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54b N 9 54 | H
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To a solution of indoledione 21 (480 mg, 1.59 mmol) in absolute ethanol (140 mL) was added
portionwise tryptamine (1.3 g, 7.95 mmol) and the mixture was stirred at room temperature for
2h. After concentration over vacuum, the crude product was purified by flash-chromatography
(CH2CI) to give the expected compounds: (CH2ClI>) to give the two expected compounds 54a
and 54’a and the elution solvent was changed (CH2Cl2/MeOH 99: 1) to give the second ones
54b and 54°b:

54a: pink fuschia solid (59 mg, 8%), mp 115°C. *H NMR (CDCls): 2.45 (s, 3H, CH3 Ts); 3.12
(t, 2H, CoH, J = 6.9 Hz); 3.43 (q, 2H, C1H, J = 6.9 Hz); 5.26 (s, 1H, C10H) 5.84 (br t, 1H, NH,
J=5.6 Hz); 6.67 (d, 1H, CoH, J = 3.3 Hz); 7.07 (d, 1H, C3H, J = 2.4Hz); 7.16 (td, 1H, CsH, J =
1 Hz and 8 Hz); 7.25 (td, 1H, Ce¢H, J =1 Hz and 8 Hz); 7.36 (d, 2H, Ts, J = 8.2 Hz); 7.41 (d,
1H, C7H, J = 8.2 Hz); 7.59 (d, 1H, CsH, J = 7.8 Hz); 7.70 (d, 1H, CgH , J = 3.3 Hz); 8.04 (d,
2H, Ts, J = 8.2 Hz); 8.10 (br s, 1H, NH). 3C NMR (CDCls) 21.78, 24.05, 42.77, 97.49, 107.16,
111.40, 112.00, 118.43, 119.70, 122.16, 122.44, 126.83, 126.93, 127.71, 129.13 (2C), 129.46
(2C), 132.69, 134.27, 136.43, 145.85, 147.02, 175.08, 178.82. IR (ATR) 3306, 1652, 1631,
1374 cm™. HRMS (DCI-CHa4, MH") calcd for C2sH22N304S 460.1331, found 460.1331.

54°a: pink fuschia solid (80 mg, 11%), mp 111 °C. *H NMR (CDCls): 2.53 (s, 3H, CHs Ts);
3.10 (t, 2H, C2H, J = 6.6 Hz); 3.43 (q, 2H, C1H, J = 6.7 Hz); 5.37 (s, 1H, C1oH); 5.93 (t, 1H,
NH, J = 5.6 Hz); 6.74 (d, 1H, CoH, J = 3.1 Hz); 7.06, (d, 1H, C3H, J=2.3 Hz); 7.15 (dq; 1 H,
CsH, J = 1Hz and 7 Hz); 7.24 (dq, 1H, CsH, J = 1 Hz and 7 Hz); 7.35 (d, 2H, Ts, J = 1 Hz and
8.7 Hz); 7.41 (td, 1H, CsH, J =1 Hz and 8.2 Hz); 7.58 (dd, 1H, C4H, J=1Hz and 7.9 Hz); 7.81
(d, 1H, CgH, J = 3.2 Hz); 7.99 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.16 (br s, 1H, NH). 3C NMR (CDCls)
21.79, 24.13, 42.95, 96.64, 108.62, 111.41, 111.95, 118.46, 119.67, 122.20, 122.42, 126.91,
126.92, 128.87 (2C), 129.79 (2C), 131.27, 133.95, 134.53, 136.46, 146.17, 148.09, 170.12,
181.37. IR (ATR) 3308, 1653, 1632, 1375 cm™. HRMS (DCI-CHs, MH") calcd for
CasH22N304S 460.1331, found 460.1343.

54b: pink fuschia solid (224 mg, 46%), mp 228 °C. *H NMR (DMSO-dg): 3.01 (t, 2H, C2H, J
= 7.4 Hz); 3.40 (q, 2H, C1H, J = 6.9 Hz); 5.21 (s, 1H, C1oH); 6.41 (d, 1H, CoH, J = 2.5 H2z);
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7.00 (td, 1H, CsH, J = 1.1 Hz and 8 Hz); 7.09 (td, 1H, C¢H, J = 1Hz and 8 Hz); 7.15 (t, 1H,
CsH, J=5.9 Hz); 7.25 (t, 1H, CgH, J = 2.5 Hz); 7.26 (s, 1H, NH, J = 1.8 Hz); 7.36 (d, 1H, C7H,
J=8Hz); 7.56 (d, 1H, C4H, J = 8 Hz); 10.88 (br s, 1H, NH); 12.62 (br s, 1H, NH). 3C NMR
(DMSO-dg): 23.73, 43.38, 107.40, 111.65, 111.90, 118.67, 118.81 (2C), 121.22, 123.50,
124.11, 127.57, 134.80, 136.72, 150.03, 177.13, 178.37. IR (ATR) 3420, 3288, 1673, 1603,
1392 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH™) calcd for C1sH16N302 306.1243, found 306.1247.

54°b: pink fuschia solid (107 mg, 22%), mp 209 °C. *H NMR (DMSO-dg): 3.01 (t, 2H, C2H, J
= 7.4 Hz); 3.42 (q, 2H, C1H, J = 6.9 Hz); 5.20 (s, 1H, C1oH); 6.48 (d, 1H, CoH, J = 2.5 Hz);
7.00 (m, 2H, CsH and NH); 7.08 (td, 1H, C¢H, J =1 Hz and 8 Hz); 7.25 (d, 1H, CgH, J =25
Hz); 7.32 (t, 1H, C3H, J = 5.9 Hz); 7.35 (d, 1H, C/H, J = 8 Hz); 7.57 (d, 1H, C4H, J = 8 HZz);
10.87 (brs, 1H, NH); 12.41 (br s, 1H, NH). 13C NMR (DMSO-de): 23.76, 43.34, 96.31, 107.92,
111.71, 111.89, 118.67, 118.80, 121.46, 123.46, 127.59, 128.42, 128.60, 129.20, 136.72,
148.89, 172.30, 182.20. IR (ATR) 3388, 1654, 1623, 1600, 1397 cm™*. HRMS (DCI-CH4, MH")
calcd for C1gH16N302 306.1243, found 306.1230.

5-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)(methyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (54b) et 6-((2-(1H-
indol-3-yl)ethyl)(methyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (54b”)

T i
N
C26H23N304S N
473 N
Ts
54'c ©

A solution of methyl tryptamine (1.09 g, 6.3 mmol) in absolute ethanol (15 mL) was added
dropwise to a solution of indoledione 21 (0.38 g, 1.25 mmol) in absolute ethanol (16 mL). After
2h stirring at room temperature, the mixture was concentrated over vacuum and the crude
product was purified by flash-chromatography (CH.Cl>,/MeOH 99.5: 0.5) to give the expected
compounds:

54c: pink fuschia solid (180 mg, 12%), mp 175 °C. *H NMR (CDCI3): 2.45 (s, 3H); 2.95 (s,
3H); 3.10 (t, 2H, J = 7.2 Hz); 3.97 (t, 2H, J = 7.2 Hz); 5.34 (s, 1H); 6.55 (d, 1H, J = 3.3 Hz);
7.00 (d, 1H, J = 2.2 Hz); 7.16 (m, 2H); 7.36 (d, 2H, J = 8.1 HZz); 7.63 (d, 1H, J = 3.3 Hz); 8.05
(d, 2H, J= 8.1 Hz). °C NMR (CDCI3): 21.78, 24.38, 41.11, 56.10, 104.49, 107.69, 111.18,
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112.45, 118.79, 119.66, 122.28, 122.65, 127.02, 127.42, 128.80, 129.10 (2C), 129.44, 131.09
(2C), 134.54, 136.31, 145.75, 151.28, 174.22, 184.42. IR (ATR) 3366, 1674, 1624, 1369 cm™.
HRMS (DCI-CHa4, MH*) calcd for Ca6H23N304S 474.1488, found 474.1483.

54°c: pink fuschia solid (710 mg, 48%), mp 175 °C. 'H NMR (CDCI3): 2.43 (s, 3H); 2.98 (s,
3H); 3.11 (t, 2H, J = 7.2 Hz); 3.92 (t, 2H, J = 7.2 Hz); 5.38 (s, 1H); 6.66 (d, 1H, J = 3.3 Hz);
7.08 (d, 1H, J = 2.2 Hz); 7.22 (m, 2H); 7.39 (d, 2H, J = 8.1 Hz); 7.64 (br. s, 1H); 7.75 (d, 1H, J
= 3.3 Hz); 8.13 (d, 2H, J = 8.1 Hz). 3C NMR (CDCI3) 21.76, 24.28, 41.01, 55.67, 103.82,
107.56, 111.18, 112.57, 118.98, 119.72, 122.27, 122.59, 127.19, 127.33, 128.98 (2C), 129.65
(2C), 130.22, 132.20, 134.49, 136.24, 145.90, 152.80, 175.08, 183.67. IR (ATR) 3365, 1670,
1618, 1370 cm™. HRMS (DCI-CHa, MH™) calcd for C2sH23N304S 474.1488, found 474.1491.

5-(1H-indol-2-yl)-1-méthyl-5-tosylpyrrolo[2,3-f]indole-4,8(1H,5H)-dione (55b)

Same procedure as for 55°b involving 54b (140 mg, 0.3 mmol), CH2Cl> (9 mL) and DDQ (140
mg, 0.6 mmol). Purification by flash chromatography (CH.Cl, / MeOH 99.5: 0.5) gave the
expected compound as a purple solid (40 mg, 28%). Mp 260 ° C. *H NMR (CDCls): 2.43 (s,
3H, Ts); 4.10 (s, 3H, NCH?3); 6.78 (d, 1H, CH = CHNTSs, J = 3.3Hz); 7.17-7.27 (m, 3H, C4H
and CsH and C1H); 7.33 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 7.48 (d, 1H, CeH, J = 8.2 Hz); 7.72 (d, 1H,
CsH, J = 7.8 Hz); 7.76 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.3 Hz); 8.04 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.25 (d,
1H, J=3.0 Hz); 8.35 (br s, 1H, NH). 3C NMR (CDCls): 21.74, 36.94, 107.43, 107.68, 111.52,
119.64, 120.21, 120.31, 122.12, 126.22, 126.78, 128.95, 128.98 (2C), 129.16, 129.49 (2C),
129.87,131.49, 132.54, 134.60, 136.01, 145.58, 171.84, 174.06. IR (CHCls3): 3370, 1735, 1647,
1629 cm™t. HRMS (DCI-CH4, MH") calculated for C26H20N304S: 470.1175 found 470.1173.
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3-(1H-indol-3-yl)-1-methyl-7-tosylpyrrolo[3,2-f]indole-4,8(1H,7H)-dione (55b”)

C26H19N304S
469

The derivative 54b’ (200 mg, 0.4 mmol) was dissolved in CH.Cl, (12.5 mL) and DDQ (200
mg, 0.9 mmol) was added. The mixture was stirred at RT for 2 h and the solvent was evaporated.
The crude product was purified by flash chromatography (CH2Cl, / MeOH 99.5: 0.5) to give
the product as a purple solid (150 mg, 75%), mp 260 ° C. *H NMR (CDCls): 2.47 (s, 3H); 4.07
(s, 3H, NCHa); 6.81 (d, 1H, CH = CHNTSs, J = 3.2 Hz); 7.24 (m, 2H, C4 and Cs); 7.21-7.27 (m,
3H, C1H, C4H, CsH); 7.38 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz); 7.46 (d, 1H, J = 7.3, 1.5 Hz); 7.77 (d, 1H,
CH = CHNTSs, J = 3.2 Hz); 8.07 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz); 8.35 (br s, 1H, NH); 8.39 (d, 1H). 1*C
NMR (CDCls): 21.78, 37.28, 107.74, 108.34, 108.34, 111.59, 119.57, 119.80, 120.30, 122.17,
122.21, 126.13, 126.70, 128.82, 128.92 (2C), 129.29, 129.59 (2C), 130.61, 133.90, 134.53,
136.09, 145.79, 167.13, 178.84. IR (CHCls3): 3311, 1732, 1654, 1633 cm™. HRMS (DCI-CHa,
MH?) calculated for C26H20N304S: 470.1175 found 470.1157.

1-tosyl-6-((2-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)ethyl)amino)-1H-indole-4,7-dione (56)

9

Ny 10 CaoHy7N306S,
N 613

Ts

To a solution of indoledione 54a (120 mg, 0.26 mmol) in THF (5 mL) was added tBuOK (64
mg, 0.57 mmol) and after 5 min stirring p-TsCl (102 mg, 0.52 mmol) was added. The mixture
was stirred additional 1 h. CH2Cl, (40 mL) and water (10 mL) were added. The organic layer
was separated and the aqueous layer was extracted with CH2Cl. (2 x 20 mL). The combined
organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. Purification of the

crude product by flash-chromatography (CH2Clo/MeOH 99: 1) led to the expected product as a
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fuschia solid (150 mg,75%), mp > 260 °C. *H NMR (CDCls): 2.35 (s, 3H, CH3 Ts); 2.43 (br s,
1H, NH); 2.45 (s, 3H, CH3 Ts); 3.01 (td, 2H, C2H, J = 0.8 and 6.9 Hz); 4.06 (q, 2H, C1H; J =
6.8 Hz); 5.33 (s, 1H, CgH); 6.69 (d, 1H, CoH, J = 3.3 Hz); 7.23 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 7.25
(dt, 1H, CsH, J =1 Hz and 7.8 Hz);7.34 (td, 1H, Ce¢H, J=1 Hz and 7.8 Hz); 7.38 (d, 2H, Ts, J
= 8.4 Hz); 7.42 (s, 1H, CsH); 7.50 (d, 1H, C7H, J = 7.6 Hz); 7.73 (d, 1H, C1oH, J = 3.3 Hz);
7.77 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz) 7.99 (d, 1H, CsH, J = 8.3 Hz); 8.09 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz). °C
NMR (CDCIs) 21.54, 21.82, 26.65, 43.81, 107.52, 113.85, 118.42, 119.18, 123.23, 123.72,
125.10, 125.61, 126.86 (2C), 128.20, 128.63, 129.31 (2C), 129.69 (2C), 129.91 (2C), 130.27,
131.08, 133.80, 135.10, 135.27, 142.42, 144.93, 146.14, 168.62, 177.09. IR (ATR): 3311, 3259,
1722, 1634, 1623 cm™*. HRMS (DCI-CH.): calcld for C32H27N306S, 613.1341, found 613.1351.

tert-butyl (2-(5-(benzylamino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-3-
ylethyl)carbamate (58a) and tert-butyl(2-(6-(benzylamino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-
dihydro-1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (58b)

NHBoc NHBoc
O (@]
BnHN

A\ A\

N N

Ts BnHN S Ts
(0]

58a 58b
Co9H31N306S
549

To a solution of quinone (1) (1.8 g, 3.99 mmol) in EtOH/ THF (1: 1, 58 mL) was added
benzylamine (860 mg, 7.98 mmol). The solution was stirred overnight and the solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by flash chromatography
(CH2Cl>) to give the expected compounds

58a: red solid (417 mg, 19%). *H NMR (CDCls): 1.45 (s, 9H); 2.44 (s, 3H); 2.95 (t, 2H, ) = 6.7
Hz); 3.42 (g, 2H, J = 6.7 Hz); 4.27 (d, 2H, J = 5.8 Hz); 4.71 (br. s, 1H); 5.21 (s, 1H); 6.08 (br.
t, 1H, J = 5.7 Hz); 7.24-7.39 (m, 7H); 7.55 (s, 1H); 8.01 (d, 2H, J = 8.4 Hz). 13C NMR (CDCls):
21.78; 28.41 (3C); 29.72, 40.14; 49.96; 98.21; 122.09, 124.52, 125.85, 127.52 (2C); 128.03;
128.94 (2C); 129.11 (2C); 129.44 (2C);132.87; 134.27; 135.93; 145.80; 147.04; 155.96;
174.99; 179.85. HRMS ((DCI-CHs4, MH") calculated for Caz9H32N30sS: 550.2012 found
550.1996.

160



58b: red solid (352 mg, 16%), mp 154 °C. 'H NMR (CDCls): 1.41 (s, 9H); 2.43 (s, 3H); 2.98
(t, 2H, J = 6.4 Hz); 3.39 (q, 2H, J = 6.4 Hz); 4.23 (d, 2H, J = 5.6 Hz); 4.87 (br s, 1H); 5.29 (s,
1H); 6.02 (br t, 1H, J = 5.6 Hz); 7.24 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.30-7.40 (m, 5H); 7.67 (s, 1H); 7.97
(d, 2H, J = 8.4 Hz). 3C NMR (CDCls): 21.80, 28.41 (3C), 29.72, 40.57, 47.19, 98.06, 122.02,
123.61, 127.72 (2C), 128.13, 128.90 (2C), 128.97 (2C), 129.77 (2C), 130.18, 130.70, 134.00,
135.82, 146.10, 147.50, 156.08, 170.21, 183.27. HRMS ((DCI-CH4, MH™) calculated for
C29H32N306S: 550.2012 found 550.1985.

3-(2,2-diethoxyethyl)-1-tosyl-1H-indole (59)

5 /Ts
N 1 C21H2sNO,S
/ 387
OEt
2
6  OEt

To the aldehyde 63 (104 mg, 0.45 mmol), and triethyl orthoformate (76 mg, 0.5 mmol) in dry
EtOH (1 mL) was added HBF4-SiO> (a tip of a spatula). The reaction was stirred until complete
disparition of starting material (TLC). After two days the solution was filtered on célite and
washed with CH2Cl,. The solvent was removed under vacuum and the crude product was
purified by flash-chromatography (PE/ EtOAc 8:2) to give the compound as an oil (110 mg,
63%). 'H NMR (CDCls): 1.20 (t, 6H, (CH3) Et, J = 7 Hz); 2.36 (s, 3H, CH3 Ts); 3.00 (d, 2H,
CeH-CH, J = 6.7 Hz); 3.43-3.70 (m, 4H, CH2 Et); 4.74 (t, 1H, C¢H-CH, J = 6.7 Hz); 7.23 (d,
2H, Ts, J = 8 Hz); 7.26 (td, 1H, C3H, J =1.2 and 7.8 Hz); 7.33 (td, 1H, CsH, J=1.2 and 7.8
Hz); 7.49 (s, 1H, C1H); 7.56 (d, 1H, CsH, J = 7.8Hz); 7.77 (d, 2H, Ts, J = 8 Hz); 8.01 (d, 1H,
C2H, J = 7.8 Hz). 3°C NMR (CDCls): 15.28 (2C), 21.53, 30.08, 61.83 (2C), 102.15, 113.65,
118.23, 119.69, 122.97, 124.18, 124.57, 126.74 (2C), 129.75 (2C), 131.24, 135.07, 135.38,
144.70. MS (EI) m/z: 387.15 (100.0%), 388.15 (22.7%), 389.15 (4.5%), 389.16 (2.5%), 390.15
(1.0%).

ethyl 2-(1H-indol-3-yl)acetate (61)

C12H13NO>
203

\ZI

1

2 §“—COOEt

To a solution of indole acetic acid (3 g) in EtOH (340 mL) was added concentrate H,SO4. The
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solution was reflux for 20 h and concentrated over vacuum. EtOAc (20 mL) was added and this
organic layer was washed with NaHCO3 saturated solution, dried over MgSO4 and evaporated
to give the compound as a white solid (3.3g, 95%), mp 44°C. *H NMR (CDCls): 1.27 (t, 3H,
CHs Et, J =7.8 Hz); 3.72 (s, 2H, CesH); 4.11 (q, 2H, CH2 Et, J = 7.2 Hz); 6.99 (t, 1H, C3H, J =
7.2 Hz); 7.08 (t, 1H, C4H, J = 7.2 Hz); 7.24 (s, 1H, C1H); 7.35 (d, 1H, CsH, J = 8.0 Hz); 7.49
(d, 1H, CoH, J = 7.8 Hz); 10.94 (s, 1H, NH). 13C NMR (CDCls): 14.35, 30.26, 62.93, 102.17,
113.67,118.25,119.71, 122.99, 124,59, 131.20, 135.09, 135.33, 144.74. IR (KBr): 3155, 3010,
2935, 1735, 1570. MS (El) m/z: 203[M™].

ethyl 2-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)acetate (62)

5 /TS
4 N
pa C19H19NO4S
3 357
2 §\—COOEt

Same procedure as for compound 23 involving compound 61 (1.65 g, 8.13 mmol), THF (46
mL), NaH (60% dispersed in oil, 1.3g, 32.5mmol) and after 10 min pTsCI (2.3 g, 12.2 mmol).
After work-up the crude product was purified by flash-chromatography (CH2Clz/ MeOH 95: 5)
to give the expected compound as a pale yellow solid ( 1.1 g, 35%), mp 100°C. 'H NMR
(CDCl3): 1.28 (t, 3H, CH3 Et, J= 6.8 Hz,); 2.37 (s, 3H CH3 Ts); 3.71 (s, 2H, CeH); 4.21 (q, 2H,
CH2 Et, J = 6.8 Hz); 7.23 (d, 2H, Ts, J = 8.0 Hz); 7.27 (t, 1H, C3H, J = 7.2 Hz); 7.36 (t, 1H,
CsH,J=7.2Hz);7.52(d, 1H, CsH, J=7.2 Hz); 7.61 (s, 1H, C1H); 7.80 (d, 2H, Ts, J = 8.0 Hz);
8.00 (d, 1H, CzH, J = 7.2 Hz). °C NMR (CDCls): 14.2, 21.5, 31.1, 61.1, 113.6, 115.2, 119.6,
123.2,124.7,124.8,126.8, 129.9, 130.5, 135.0, 135.3, 144.9, 170.5. ATR-IR 2981, 1733, 1596,
1367, 1171 cm™t. HRMS (ESI-TOF, MH") calcd for C19H20NO4S 358.1113, found 358.1107.

2-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)acetaldehyde (63)

5 [Ts
4 N
21 C17H15NO3S
313
2 6 CHO

To asolution of ester 62 (1.3 g, 6.4 mmol) in dry toluene (80 mL), was added dropwise DIBAL-
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H (1M solution in toluene, 16.1 mL, 16.1 mmol) at -78°C and under N.. After 30 min water
(100 mL) was added and the organic was separated. The aqueous layer was extracted with
CH2Cl> (2 x 50 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated
under vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatographie (PE/ EtOAc 8: 2),
gave the expected compound as a ocher solide (1.42 g; 71%), mp 121°C. *HNMR (CDCls):
2.34 (s, 3H, CH3 Ts); 3.75 (dd, 2H, CeH, J = 2.2 and 1.0 Hz); 7.24-7.21 (m, 2H, Ts); 7.25 (ddd,
1H, C3H,J=8.0and 7.4 and 1.0 Hz); 7.35 (ddd, 1H, CsH, J=8.0 and 7.4 and 1.0 Hz); 7.42 (dt,
1H, CsH,J=7.9 and 1.0 Hz); 7.57 (br. t, C1H, 1H, J = 7.9 and 1.0 Hz); 7.77-7.79 (m, 2H, Ts);
8.01 (dt, 1H, C.H J=8.3 and 0.9 Hz); 9.75 (t, 1H, CHO, J = 2.1 Hz). 3C NMR (CDCls): 21.7,
40.0, 113.0, 113.9, 119.4, 1235, 125.1, 125.3, 127.0, 130.5, 135.2, 135.3, 145.2, 198.0. IR
(CHCIls): 3020, 2400, 1729, 1601 cm™. HRMS (EI): calculated for C17H1sNOsS: 313.0773,
found 313.0784.

1-benzyl-7-tosylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (64)

0]
2 3
1 N4 CpsH1gN04S
N N 430
Bn Ts
0]

A suspension of quinone 12 (300 mg, 0.74 mmol), 1,1-diethoxyethane (4.5g, 38.2 mmol) and
Mn(OACc)s (4.6 mg, 10.85 mmol) in dry acetonitrile (125mL) was refluxed for 48h. After
filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was purified by
flash-chromatography (CH2Cl) to give the product (160 mg, 54%), mp 176°C . 'H NMR
(CDCls): 1.46 (s, 3H, CH3 Ts); 5.56 (s, 2H, CH2 Bn); 6.61 (d, 1H, CoH , J = 2.8 Hz); 6.77 (d,
1H, C3H, J = 3.2 Hz); 6.80 (d, 1H, C:H, J = 2.8 Hz); 7.18-7.22 (m, 2H); 7.28-7.34 (m, 5H);
7.75 (d, 1H, C4H, J = 3.2 Hz); 8.01 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 3C NMR (CDCls) 21.79, 52.17,
107.78, 108.08, 127.77(2C), 127.85(2C), 128.04, 128.75(2C), 129.06 (2C), 129.34, 129.49
(2C), 129.54, 131.09, 132.66, 134.21, 136.33, 145.77, 167.21, 178.61. IR (CHCIs) 3399, 1772,
1736, 1693, 1364 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for C2sH19N204S 431.1078 found:
431.1072.

tert-butyl (4,4-diethoxybutyl)carbamate (66)

2
3 NHBoc

1
C13H27NO4
O™, ~OFt 261
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4-Aminobutyraldehydediethylacetal (977 mg, 6.058 mmol) was dissolved in THF (40 mL), and
then EtsN (1.43 mL, 11.22 mmol), di-tertbutyldicarbonate (2.336 g, 11.22 mmol) and DMAP
(10 mg, 0.082 mmol) were added. The mixture was stirred at RT for 18 h, and concentrated
under vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatography (increasing polarity
from 5 % to 40 % EtOAc in pentane) gave the title compound (1.40 g, 99 %) as a colourless
oil. TH NMR (CDCls): 1.25 (t, 6H, CH3, J = 8.8 Hz); 1.48 (s, 9H, CH3 Boc); 1.85 (q, 2H, CsH,
J = 6.3 Hz); 3.26 (quint, 2H, CoH, J = 6.1 Hz); 3.22-3.77 (m, 6H); 4.58 (t, 1H, CsH, J = 6.3
Hz); 4.95 (br. s, 1H, NH).2*.C NMR (CDCls): 15.3 (2C), 25.1, 28.4 (3C), 30.9, 40.3, 61.2 (2C),
79.0, 102.6, 155.9. IR (CHCls): 3360, 1786, 1715, 1698 cm™. HRMS (ESI-MNa*) calcd for
C13H27NO4 calcd for 284.1838 found: 284.1835.

tert-butyl(2-(1-benzyl-4,8-dioxo-5-tosyl-1,4,5,8-tetrahydropyrrolo[2,3-f]indol-3-
yl)ethyl)carbamate (67a)

BocHN
O
Ts
Y N
/ C31H31N306S
N 573
Bn
O

To a solution of quinone 12’ (140 mg, 0.25 mmol) and acetaldehydediethylacetal (1.52 g, 12.91
mmol) in CH3CN (43 mL) was added Mn(OAc)z (1.6 g, 3.67 mmol). The mixture was refluxed
for 2 days. After filtration over celite and concentration under vacuum, the crude product was
purified by flash-chromatography (PE/ EtOAc 8 : 2) to give the compound as a yellow solid
(110 mg, 76%), mp 192 °C. *H NMR (CDCls): 1.43 (s, 9, (CHa)3); 2.43 (s, 3H, CH3Ts); 3.01
(t, 2 CH>-CH2-NHBoc, J = 6.4 Hz); 3.43 (q, 2H, CH>-CH»-Boc, J = 6.4 Hz); 5.56 (s, 2H, CH>
Bn); 6.54 (d, 1H, CH=CH-NBn, J = 3 Hz); 6.78 (d, 1H, CH=CH-NBn, J = 3 Hz); 7.19 (d, 2H,
Ts, J = 6.7 Hz); 7.29-7.36 (m, 6H); 7.59 (s, 1H, CH); 8.03 (d, 2H, Ts, J = 6.7Hz)..1*C NMR
(CDCls): 21.75, 26.05, 28.39 (3C), 40.32, 51.95, 108.36, 123.03, 127.43 (2C), 127.59, 128.03,
128.11,128.88 (2C), 128.93 (2C), 129.17, 129.24, 129.58 (2C), 129.62, 131.72, 134.37, 136.30,
143.50, 145.72, 156.00, 171.56, 175.72. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for CsiH32N306S
574.2012, found: 574.2025.

5-(benzylamino)-1,1'-ditosyl-1H,1'H-[3,3'-biindole]-4,7-dione (68a) and 6-(benzylamino)-
1,1'-ditosyl-1H,1'"H-[3,3"-biindole]-4,7-dione (68b)
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C37H29N306S2
675

To a solution of quinone 76 (91 mg, 0.16 mmol) EtOH/CH2CI> (9: 1, 15 mL), benzylamine (26
mg, 0.24 mmol) was added and the reaction mixture was stirred at room temperature for 20 h.
The solvent was evaporated over vacuum and the residue was purified by flash-chromatography
(PE/ACOEt 8: 2) to give the mixture of the two expected regioisomers (136 mg, 15%).
Analytical HPLC performed on Acquity BEH C18 1.7um 2.1x100 mm column (H20 + 0.1
HCOOH/CH3CN + 0.1 HCOOH) allowed the separation of each regioisomer)

68a: yellow solid, mp 228 °C. 'H NMR (CDCls): 2.37 (s, 3H, CH3 Ts); 2.47 (s, 3H, CH3 Ts);
431 (s, 2H, CH2 Bn, J = 5.6 Hz); 5.31 (s, 1H, C1H); 5.98 (t, 1H, CsH, J = 5.4 Hz); 7.21-7.44
(m, 11H); 7.66 (d, 1H, C4H, J = 8.4 Hz); 7.72 (d, 1H, C7H, J = 7.2 Hz); 7.90 (d, 2H, Ts, J = 8.4
Hz); 8.07 (s, 1H); 8.08 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.32 (s, 1H, C2H). *3C NMR (CDCls) 21.58,
21.81,47.12,97.95,112.44,113.88, 120.31, 123.07, 123.66, 124.95, 127.01 (2C), 127.61 (2C),
128.15, 129.01 (2C), 129.24 (2C), 129.31, 129.50 (2C), 129.95 (2C), 133.43, 134.12, 134.89,
135.14, 135.78, 145.02, 146.05, 146.36, 147.49, 174.89, 178.74. IR (CHCIs) 3326, 1688, 1622,
1598 cm™. HRMS (DCI CH4, MH™) calcd for C37H30N306S, 676.1576 found 676.1561.

68b: yellow solid, mp 202 °C.*H NMR (CDCls): 2.36 (s, 3H, CH3 Ts); 2.49 (s, 3H, CH3 Ts);
4.29 (s, 2H, CH2 Bn, J = 5.6 Hz); 5.42 (s, 1H, C1H); 6.21 (t, 1H, CsH, J = 5.6 Hz); 7.27 (d, 1H,
J =8.8 Hz); 7.29-7.44 (m, 10H); 7.66 (d, 1H, C4H, J = 6.7 Hz); 7.94 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz);
8.05 (d, 2H, Ts, J=8.4 Hz); 8.09 (d, 1H, C7H, J=6.7 Hz); 8.17 (s, 1H, C3H); 8.39 (s, 1H, C2H).
13C NMR (CDCls) 21.59, 21.83, 47.23, 98.91, 111.97, 113.86, 117.40, 120.11, 123.54, 124.24,
124.74, 127.10 (2C), 127.61, 127.76 (2C), 128.17, 129.00 (2C), 129.04 (2C), 129.13, 129.45,
129.83 (2C), 129.94 (2C), 133.78, 134.80, 135.16, 135.82, 135.78, 144.93, 146.38, 146.74,
147.07, 170.78, 181.96. IR (CHClIs) 3333, 1647, 1605, 1572 cm™. HRMS (DCI-CHa4, MH")
calcd for C37H30N306S2 676.1576 found 676.1562.
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tert-butyl(2-(1-benzyl-4,8-dioxo-7-tosyl-5-(1-tosyl-1H-indol-3-yI)-1,4,7,8-
tetrahydropyrrolo[3,2-f]lindol-3-yl)ethyl)carbamate (69a) and tert-butyl(2-(1-benzyl-4,8-
dioxo-5-tosyl-7-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)-1,4,5,8-tetrahydropyrrolo[2,3-f]indol-3-
ylethyl)carbamate (69b)

A suspension of quinone (69) (76 mg, 0.113 mmol), Ketal (66) (286 mg, 0.861 mmol) and
Mn(OAc)s (232 mg, 0.861 mmol) in dry acetonitrile (10mL) was refluxed for 48h. After
filtration over celite, the solvent was removed over vacuum and the residue was purified by
flash-chromatography (CH.Cl>) to give the expected regioisomers

69a: Yellow solid, mp 206 °C. *H NMR (CDCls): 1.48 (s, 9H, (CHs)3); 2.34 (s, 3H, CH3 Ts);
2.46 (s, 3H, CH3 Ts); 3.05 (t, 2H, CoH, J = 7.2 Hz); 3.84 (t, 2H, C1oH, J = 7.2 Hz); 5.55 (s, 2H,
CsH); 6.12 (br s, 1H, NHBoc); 6.67 (s, 1H, C1H); 7.17-7.41 (m, 11H); 7.59 (d, 1H, C7H, J =
7.7Hz); 7.92 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.01 (s, 1H, CsH); 8.07 (d, 1H, C4H, J = 8.1 Hz); 8.09 (d,
2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.23 (s, 1H, C2H). *C NMR (CDCls) 21.57, 21.79, 28.02 (3C), 29.71,
45.83, 51.89, 82.10, 112.80, 113.88, 116.41, 120.31, 123.41, 123.52, 124.27, 124.78, 127.10
(2C), 127.33, 127.46, 127.53 (2C), 127.55, 128.04, 128.73, 128.86 (2C), 129.21 (2C), 129.55
(2C), 129.61, 129.70, 129.86 (2C), 132.64, 134.22, 134.86, 135.12, 136.45, 144.88, 145.91,
152.46, 172.36, 174.37. IR (CHCls) 3399, 1772, 1736, 1693, 1364 cm™. HRMS (DCI CH,,
MH?) calcd for CasHa3N4OsS2 843.2522 found 843.2484.

69b: Yellow solid, mp 204 °C. *H NMR (CDCls): 1.40 (s, 9H, (CHs)s); 2.37 (s, 3H, CH3 Ts);
2.47 (s, 3H, CH3 Ts); 3.01 (t, 2H, CoH, J = 7.2 Hz); 3.82 (t, 2H, C10H, J = 7.2 Hz); 5.51 (s, 2H,
CsH); 6.66 (br. s, 1H, NHBoc); 6.95 (s, 1H, C1H); 7.18-7.41 (m, 11H); 7.59 (d, 1H, C7H, J =
7.7 Hz); 7.93 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.01 (s, 1H, CsH); 8.04 (d, 1H, C4H, J = 8.1 Hz); 8.03 (d,
2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.25 (s, 1H, CzH). *3C NMR (CDCls): 21.59, 21.79, 27.94 (3C), 29.71,
45.81, 51.97, 82.10, 112.97, 113.80, 116.59, 120.51, 123.30, 123.48, 124.72, 125.24, 127.09,
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127.12 (2C), 127.81 (2C), 127.96, 128.51, 128.73 (2C), 129.03, 129.06 (2C), 129,12, 129.46
(2C), 129.48, 129.83, 129.92 (2C), 132.11, 134.16, 134.85, 135.20, 136.36, 144.88, 145.76,
152.50, 166.89, 179.50. IR (CHClIs) 3402, 1775, 1737, 1691, 1367 cm™. HRMS (DCI-CHa,
MH?) calcd for CasH43N4OsS, 843.2522 found 843.2491.

4,7-dimethoxy-1,1'-ditosyl-1H,1'H-3,3'-biindole (70)

A mixture of 3-bromo-4,7-dimethoxy-1-tosyl-1H-indole 65 (2 g, 4.87 mmol), (1-tosyl-1H-
indol-3-yl) boronic acid 71 (1.6 g, 5.1 mmol), Pd(PPhs)4 (0.65 g, 0.56 mmol) and 2M CsCOs
(7.3 mL) in degassed DME (78 mL) was refluxed overnight. After filtration on celite, H20O (50
mL) was added and the mixture was extracted with EtOAc (3 x 50 mL). The organic layers
were dried over MgSQO4 and concentrated over vacuum. The crude product was purified by
flash-chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a white solid (2.19
g, 75 %), mp 92 °C. *H NMR (CDCls): 2.39 (s, 3H, CH3 Ts); 2.45 (s, 3H, CH3 Ts); 3.65 (s, 3H,
CHs-0); 3.70 (s, 3H, CH3-0); 6.60 (d, 1H, C1H or C2H, J = 8.8 Hz); 6.70 (d, 1H, C1H or C2H,
J=8.8 Hz); 7.28 (d, 2H, CH Ts, J = 8.4 Hz); 7.32 (d, 2H, CH Ts J = 8.3 Hz); 7.30-7.40 (m,
2H); 7.68 (d, 1H, CsH, J =7.2 Hz); 7.81 (d, 2H, CH Ts,J = 8,4 Hz); 7.85 (s, 1H, C4H); 7.86 (d,
2H, CH Ts, J = 8.3 Hz); 7.97 (s, 1H, C3H); 8.08 (d, 1H, CgH, J = 8.2 Hz). °C NMR (CDCl3):
21.59, 21.66, 55.38, 55.63, 104.48, 108.14, 111.81, 113.53, 115.49, 120.97, 121.70, 123.27,
124.54, 125.72, 126.83 (2C), 127.28 (2C), 129.43 (2C), 129.89 (2C), 130.01, 130.91, 134.85,
135.54, 137.27, 141.96, 144.31, 144.85, 145.18, 148.44. IR (CHCIs) 3141, 2910, 1506, 1348
cm™t. HRMS (DCI-CHs, MH") calcd for Ca2H20N206S2 601.1467, found 601.1456.

(1-tosyl-1H-indol-3-yl)boronic acid (71)

HO
*g-OH
Ny Cy5H14BNO4S
N 315
Ts
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Toasolution of 67 (3.4 g, 6.4 mmol) in THF (100 mL) was added, at 23 °C, a solution of borane
(2 M in THF, 32 mL, 32 mmol). The mixture was stirred for 1 h and water (38 mL) was added
slowly. After filtration and concentration under vacuum, the residu was extracted with EtOAc
(2x60 mL). The combined organic layers were washed with brine, dried over MgSO4 and
concentrated over vacuum. Trituration of the crude product with hexane gave the expected

compound as an ecru solid (1.72 g, 85%), used without further purification in the next step.

3-bromo-4,7-dimethoxy-1-tosyl-1H-indole (72a)

OMe Br
1 A\
2 N C17H1BBFNO4S
1340 409
MeO O~-
10 14
13
11

To a solution of compound 68 (6.8 g, 26.56 mmol) in anhydrous THF (150 mL) was added
under nitrogen atmosphere NaH (60 %, dispersed in oil (4.25 g, 106.25 mmol). After 10 min
stirring, p-tosyl chloride 7.6 g, 39.84 mmol) was added and stirring continued for 1 h. Water
(50 mL) was first added carefully and then CH2Cl2 (150 mL). The organic layer was separated,
washed with water (3x100 mL) and dried over MgSOas. The crude product was purified by flash-
chromatography (PE/EtOAc 80: 20) to give the expected compound as a pale yellow solid (3.75
g, 75 %), mp 174 °C. *H NMR (CDCls): 2.39 (s, 3H, CH3Ts); 3.61 (s, 3H OCHg); 3.85 (s, 3H,
OCHpa); 6.54 (d, 1H, C1H or C2H, J = 8.8 Hz); 6.60 (d, 1H, C1H or CzH, J = 8.8 Hz); 7.26 (d,
2H, CuaH et Ci3H, J = 8.1 Hz); 7.71 (d, 2H, C1oH and Ci4H, J = 8,1 Hz); 7.78 (s, 1H, CHNTS).
13C NMR (CDCls) 21.72, 56.35 (2C), 94.01, 105.02, 108.48, 120.96, 125.86, 127.12, 127.41
(2C), 129.50 (2C), 136.91, 141.71, 144.57, 147.96. IR (KBr): 3141, 1506, 1363, 1172 cm™. MS
(EI: m/z 409.00 (100.0%), 411.00 (97.3%), 412.00 (17.9%), 410.00 (16.2%).

©f\> C1sH1aNO,S
N 271
Ts

To a solution of indole (3 g, 25.6 mmol) in anhydrous THF (60 mL) was added under nitrogen

1-tosyl-1H-indole (73)
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atmosphere NaH (60 %, dispersion in oil 1.65 g, 38.4 mmol). After 30 min stirring, p-tosyl
chloride (5.4 g, 27.6 mmol) was added and stirring continued overnight. Water (50 mL) was
first added carefully. After concentration over vacuum EtOAc (100 mL) was added. The
organic layer was separated, washed with NaHCO3 saturated solution (40 mL), brine (40 mL)
and dried over sur MgSOs. The crude product was purified by flash-chromatography
(PE/EtOACc 70: 30) to give the expected compound as a white solid (6.75 g, 97 %), mp 87 °C.
'H NMR (DMSO-dg): 7.94 (m, 1H); 7.87 (m, 2H); 7.79 (d, J = 3.6 Hz, 1H); 7.60
(m, 1H); 7.39 (d, J = 8.1 Hz, 2H); 7.33 (m, 1H); 7.24 (m, 1H); 6.83 (m, 1H); 2.31
(s, 3H). 3C NMR (CDCI3): 21.18, 108.95, 113.39, 121.33, 123.21, 124.46, 126.24, 126.63,
129.74, 130.68, 134.72, 135.09, 144.88. FTIR: 3142, 3114, 3064, 2958, 2924, 1722, 1597,
1445, 1372, 1263, 1177, 1133 cm™. HRMS (EI) calcd for C15H1302NS (M*) 271.0667, found
271.0671.

acetyl(oxo)(1-tosyl-1H-indol-3-yl)mercury (74)

HgOAc
\ C17H15HgNO4S
N 531
Ts

To a solution of compound 73 (3 g, 11.1 mmol) in glacial acetic acid (75 mL), was added
mercuric acetate (3.6 g, 10.5 mmol). After 10 min stirring, perchloric acid (5 drops) was added
and stirring was continued overnight. Water (40ml) was added. Filtration gave the expected
compound as a white solid (5.75 g, 98%), mp 179 °C, this compound being relatively instable,
it was used without further purification in the next step. *H NMR (DMSO-ds): 8.00 (d, 1H); J
=8.4 Hz), 7.84 (d, 2H, J = 8.4 Hz); 7.73 (d, 1H, J = 7.8 Hz); 7.49 (s, 1H); 7.39 (d, 2H, J = 7.8
Hz); 7.32-7.19 (m, 2H); 2.31 (s, 3H); 1.97 (s, 3H). IR (CHClI3) 1641 cm™,

3-bromo-4,7-dimethoxy-1H-indole (75)

OMe Br
1
2 \ C10H1oBrN02
N 255
H
OMe

To a solution of compound 24 (9 g, 51 mmol) in pyridine (50 mL) was added dropwise at 0 °C
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and so that temperature does not exceed 2 °C pyridinium perbromide, hydrobromide (17.90 g,
56 mmol) in pyridine (85 mL). The mixture was stirred at RT for 4 h. The solution was poured
into Et,O (200 mL). After filtration, the filtrate was washed with 1M HCI (4x100 mL), 1M
NaOH (2 x 100 mL) and water (2 x 100 mL). The organic layer was dried over MgSO4 and
concentrated over vacuum to give the expected compound as a brown solid (10 g, 77 %), mp
70 °C. 'H NMR (CDCls): 3.85 (s, 3H, OCHa); 3.88 (s, 3H, OCHs); 6.38 (d, 1H, C1H or C:H, J
= 8.06 Hz); 6.48 (d, 1H, C1H or CzH, J = 8.06 Hz); 7.07 (d, 1H, C=CHN, J = 2.56 Hz); 9.29
(br. s, NH). *3C NMR (CDCls) 55.73, 56.22, 89.18, 100.4, 102.38, 117.41, 122.78, 127.74,
140.78, 148.04. IR (CHClI3) 3141, 1510 cm™. MS (El): m/z 256 (M*, 72%); 240 (100); 136
(100); 84 (80).

1,1'-ditosyl-1H,1'H-[3,3'-biindole]-4,7-dione (76)

To a solution of compound 63 (200 mg, 0.32 mmol) in dioxane (4mL) was added CoF3 (300
mg, 2.56 mmol) and water (100 pL). The mixture was vigorously stirred at room temperature,
under Ar atmosphere, for 2h. Water (20 mL) was added. The mixture was extracted with CH2Cl»
(3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSOs and concentrated.
Purification of the crude product by flash-chromatography (PE/AcOEt 8: 2) gave the expected
compound as a dark fuschia solid (84 mg, 46 %), mp 251°C. *H NMR (CDCls): 2.38 (s, 3H,
CHs3 Ts); 2.49 (s, 3H, CHz3 Ts); 6.61 (d, 1H, C:H or CoH, J = 8.8 Hz); 6.68 (d, 1H, C1H or C2H,
J=8.8Hz); 7.27 (d, 2H, CH2 Ts, J = 8.4 Hz); 7.29 (d, 2H, CH.Ts, J = 8.3 Hz); 7.30-7,43 (m,
3H); 7.67 (d, 1H, J = 7.2 Hz); 7.94 (d, 2H, CH> Ts, J = 8.4 Hz); 8.10 (d, 2H, CH> Ts, J = 8.3
Hz); 8.18 (s, 1H, C4H); 8.35 (s, 1H, CsH). 3C NMR (CDCls): 21.61, 21.85, 111.81, 113.96,
116.85, 120.05, 123.70, 124.98, 126.39, 127.09 (2C), 127.60, 127.83, 129.24, 129.29 (2C),
129.78 (2C), 129.97 (2C), 130.44, 133.57, 134.87, 135.08, 136.35, 137.07, 145.08, 146.59,
175.04, 183.08. IR (CHCIs): 1660, 1374, 1185 cm™. HRMS (DCI-CHs, MH*) calcd for
CaoH23N206S2 571.0998, found 571.0975.
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4,6,7-trimethoxy-1H-indole (78)

OMe
2
1 \\ 3
C41H13NO3
MeO ” 207
OMe

A solution of compound (82) (251mg, 1 mmol) in diphenylether (5ml) was refluxed for 1h.
After cooling, the mixture was deposed on a silicagel column and eluted first with PE to remove
diphenylether and then with CHCl; to give the expected compound as a white solid (140 mg,
68%), mp 107°C. *H NMR (CDC1s): 3.97 (s, 9H); 6.30 (s, 1H, C1H); 6.60 (dd, 1H, CoH, J =
2.2 and 3.2 Hz); 7.09 (dd, 1H, C3H, J = 2.2 and 3.2 Hz); 8.26 (s, 1H, NH). 1*C NMR (CDC15s):
55.7,57.9, 61.0, 90.9, 100.2, 114.6, 122.3, 129.4, 131.1, 147.0, 148.9. MS (El): 207 (M™, 82),
192 (100), 176 (6) 164 (13), 149 (51), 133 (33), 120 (36), 104 (15), 91 (41), 63 (22).

Methyl 2-azidoacetate (79)
o C3H5N30
31 15IN3VY2

To a solution of methyl-2-bromoacetate (1.3 g, 8.5 mmol) in DMSO (35 mL) was added NaNs
(829 mg, 12.8 mmol). The mixture was stirred at RT for 20 h. Cold water (80 mL) was added
and the mixture was extracted with Et,O (3x50 mL). The combined organic layers were washed
with brine, dried over MgSO.4 and concentrated over vacuum to give the expected ester as a
colorless oil (902 mg, 92%). *H NMR (CDCls): 3.89 (s, 2H); 3.80 (s, 3H). 3C NMR (CDCls)
168.9, 52.8, 50.4. HRMS (CH4-MH™) calcd for CsHsN30.: 116.0462, found 116.0460.

Methyl (Z)-2-azido-3-(2,4,5-trimethoxyphenyl) acrylate (80)

OMe2
’ “-COOMe
Ny  C13H1sN30s5
MeO 203
OMe

A solution of sodium methoxide (25% w, 115 mL, 532 mmol) in MeOH (187 mL) was cooled
to -8°C under N». A solution of 2,4,5-trimethoxybenzaldehyde (25 g, 128 mmol) and methyl
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azidoacetate (79) (59 g, 513 mmol) in a mixture of MeOH (50 mL) and anhydrous THF (100
mL) was added dropwise with stirring to the first methoxide solution, maintaining the
temperature at -8 °C for 45 min. The mixture was stirred for an additional 2 h while the
temperature was maintained below 5 °C. The resulting hetereogenous mixture was poured over
ice (1 kg) and stirred manually. The precipitate which separated was filtered, washed with
water, and dried over CaC1, in a vaccum desiccator. The product thus obtained was dissolved
in EtOACc (600 mL) and dried over Na>S0s. Removal of solvent from the dried extract afforded
practically pure expected compound as a bright yellow solid (27.6 g, 74% yield), mp 119 °C.
'H NMR (CDC15s): 3.85 (s, 3H, OCHs); 3.89 (s, 6H, (OCHs3)2); 3.92 (s, 3H, C(O)OCHzs); 6.48
(s, 1H, CiH); 7.37(s, 1H, CzH); 7.91 (s, 1H, CsH). *CNMR (CDCls): 52.6, 55.9, 56.4, 56.5,
96.2, 113.4, 113.8, 119.4, 122.3, 142.5, 151.4, 153.5, 164.4. MS (El) m/z 265 (M — N2, 28),
250 (52), 233 (45), 218 (100), 206 (71), 190 (55).

Methyl 4,6,7-trimethoxy-1H-indole-2-carboxylate (81)
OMe

C43H15NOs

265

2
N coOoMe
MeO H

OMe

Compound 80 (3.2 g, 79 mmol) was added slowly to boiling xylenes (500 mL) with stirring
over a period of 3 h. The reaction mixture was refluxed for 3 h. The solvent was completely
removed and MeOH was added to the residu. Filtration afforded the product as a white solid
(20.7 g, 99%), mp 122°C. *H NMR (CDCls): 3.91 (s, 9H, (OCHz3)s3); 3.94 (s, 3H, C(O)OCHs);
6.26 (s, 1H, C1H); 7.26 (d, 1H, CzH, J = 2.3 Hz); 9,04 (s, 1H, NH). *C NMR (CDCls) 51.8,
55.6,57.5,61.1,90.7, 107.2, 114.8, 125.6, 128.7, 132.6, 149.6, 150.5, 162.1. MS (EI) m/z: 265
(M*, 61), 250 (37), 233 (30) 218 (100), 204 (8), 190 (49), 162 (11), 117 (12).

4,6, 7-trimethoxy-1H-indole-2-carboxylic acid (82)
OMe
2
N—cooH
MeO ”
OMe

Compound 81 (20.5 g, 77 mmol) was added to 2M NaOH solution (400 mL), and the suspension

was heated until it became a clear solution. Then it was refluxed for 30 min, cooled to room
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temperature, and acidified with 6M HC1. The precipitate was filtered, washed with water (500
mL), and dried over CaCly in a vacuum desiccator. After crystallization from MeOH the
expected compound was obtained as a white solid (19.3 g, 98%), mp 190 °C. *H NMR (DMSO-
de): 3.73 (s, 3H, OCH3); 3.85 (s, 3H, OCHa); 3.86 (s, 3H, OCHz3); 6.38 (s, 1H, C:H); 6.98 (d,
1H, CzH, J = 2.2 Hz); 11.52 (s, 1H, NH); 12.64 (s, 1H, COOH). *C NMR (DMSO-dg): 55.5,
57.3,60.7,90.9, 105.8, 114.1, 127.2, 128.8, 132.7, 149.1, 149.5, 162.3. MS (El) m/z: 251 (M™,
67), 236 (62), 218 (100), 190 (64), 144 (19), 117 (20). HRMS: Calcd for C12H13NOs 251.0793
found 251.0796.

3-(2-aminoethyl)-1-benzyl-5-tosyl-7-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)pyrrolo[2,3-f]lindole-
4,8(1H,5H)-dione (83a)

To a solution of 69a (198mg, 0.235 mmol) in dry CHCIz (7ml) was added dropwise TFA
(3.5mL). The solution was stirred for 3 h. After concentration under vacuum, the crude product
was purified by flash-chromatography (CH2Cl2/MeOH 98: 2) to give the compound as an
orange solid (155 mg, 89%). *H NMR (CDCls): 2.29 (s, 3H, CHs Ts); 2.33 (s, 3H, CH3 Ts);
2.93 (t, 2H, CoH, J = 6.5 Hz); 3.34 (g, 2H, C1H, J = 6.5 Hz); 5.46 (s, 2H, CH2 Bn); 6.54 (s, 1H,
CsH); 7.16-7.18 (m, 5H); 7.32-7.39 (m, 7H) 7.63 (d, 1H, CH Ar, J = 7.5 Hz); 7.69 (d, 2H, Ts,
J=8.4Hz);7.94(d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz) 8.09 (d, 1H, CoH, J = 8.1 Hz); 8.51 (s, 1H, CH Ar). 13C
NMR (CDClg): 21.48, 21.52, 25.77, 29.72, 43.80, 51.76, 113.95, 113.96, 117.91, 120.32,
121.80, 121.96, 123.34,123.40, 123.51, 124.61, 126.90 (2C), 127.07 (2C), 127.30, 127.68 (2C),
127.87,128.05, 128.82 (2C), 129.54 (2C), 129.74, 129.84 (2C), 131.87, 133.73, 135.01, 136.46,
137.09, 143.22, 144.85, 174.91, 175.48. HRMS (EI-MH") calcd for C1H3sN4OeS2 743.2000,
found 743.2043.
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Methyl-3-(methylamino)propanoate (87d)

O

/\)k C5H11N02
MeHN o~ 117

Methyl acrylate (1.05 mL, 0.012 mol) was added to a solution of methylamine in THF (6.6 mL,
0.013 mol) and the reaction was stirred for 12 h. Evaporation of the solvent gave the product as
a yellow oil (1.15 g, 84%). 'H NMR (CDCls): 2.50 (s, 3H, OCHj3); 2.74 (t, 2H, CH2, J = 6.0
Hz); 2.91 (m, 2H, CHy); 3.72 (s, 3H, NCH3). *C NMR (CDCls): 32.10, 33.90, 35.84, 52.28,
172.46. IR (CHCls): 3377, 1756, 1575, 1387 cm™. MS (El): m/z 117.08 (100.0%), 118.08
(5.4%).

Ethyl-2-(1H-indole-3-yl)ethylcarbamate (88)
NHCO,Et
7 1
N3

.
A suspension of tryptamine (1.9 g, 12 mmol) in CH2Cl> (30 mL) was slowly added at 0 °C to a
4N NaOH solution (3 mL). After 5 min of stirring, ethyl chloroformate (1.3 mL, 1.2 mmol) was
added. The mixture was stirred for 3 h and CH.Cl, was added. The organic layer was separated
and washed with water (3 x 100 mL). The solution was dried over MgSOa and concentrated.
Purification of the crude product by flash chromatography (CH.Cl,/ MeOH 99.5: 0.5) gave the
compound as a yellow oil (2.55g, 91%). *H NMR (CDCls): 1.27 (t, 3H, CHs Et); 3.01 (t, 2H,
CH: Et); 3.56 (d, 2H, C1H); 4.14 (g, 2H, C2H); 7.07 (s, 1H, CsH); 7.17 (td, 1H, CsH, J = 7.5
and 7.1 and 1.1Hz); 7.25 (td, 1H, C7H, 7.1 and 7.8 and 1.1Hz); 7.29 (s, 1H, CsH); 7.41 (dd, 1H,
CeH, J = 7.5 and 1.1Hz); 7.65 (d, 1H, C7H, J = 7.8Hz); 8.15 (s, 1H, NH). 3C NMR (CDCl3):
14.4,25.8,41.4,61.7,111.6,112.8,118.7,120.2,121.7,122.2,127.3, 136.4, 153.5. IR (CHCl3):
3408, 3326, 1698, 1522, 1258 cm™. HRMS (FAB+) calcd for CisH1sN202 232.1211, found:
232.1212.

174



5-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)(methyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (89a) and 6-((2-
(1H-indol-3-yl)ethyl)(methyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (89°a)

S M
o , .
/o
Mo 6 % 2 4 9
N CoH23N30,S 1 Ny 10
o ™ 473 N N
! Ts
89a 89'a Me O

A solution of methyl tryptamine 51b (1.09 g, 6.3 mmol) in absolute ethanol (15 mL) was added
dropwise to a solution of indoledione 9 (0.38 g, 1.25 mmol) in absolute ethanol (16 mL). After
2h stirring at room temperature, the mixture was concentrated over vacuum and the crude
product was purified by flash-chromatography (CH2Cl,/MeOH 99.5: 0.5) to give the expected
compounds:

89a: pink fuschia solid (180 mg, 12%) mp 175 °C. 'H NMR (CDCls): 2.45 (s, 3H, CH3 Ts);
2.95 (s, 3H, CH3 Me); 3.10 (t, 2H, C2H, J =7.2 Hz); 3.97 (t, 2H, C1H, J= 7.2 Hz); 5.34 (s, 1H,
CsH), 6.55 (d, 1H, CoH, J = 3.3 Hz), 7.00 (d, 1H, CgH J = 2.2 Hz), 7.16 (m, 4H), 7.36 (d, 2H,
Ts, J =8.1 Hz), 7.63 (d, 1H, C1oH, J = 3.3 Hz), 7.65 (br. s, 1H, NH); 8.05 (d, 2H, Ts, J =8.1
Hz). 13C NMR (CDCls): 21.78, 24.38, 41.11, 56.10, 104.49, 107.69, 111.18, 112.45, 118.79,
119.66, 122.28, 122.65, 127.02, 127.42, 128.80, 129.10 (2C), 129.44, 131.09 (2C), 134.54,
136.31, 145.75, 151.28, 174.22, 180.42. HRMS (DCI-CHs, MH") calcd for
Co6H24N304S 474.1488, found 474.1483.

89’a: pink fuschia solid (710 mg, 48%), mp 175 °C. *H NMR (CDCls): 2.43 (s, 3H, CHs Ts);
2.98 (s, 3H, CH3 Me); 3.11 (t, 2H, CoH, J =7.2 Hz); 3.92 (t, 2H, C1H, J = 7.2 Hz); 5.38 (s, 1H,
CsH); 6.66 (d, 1H, CoH, J = 3.3 Hz); 7.08 (d, 1H, CgH, J = 2.2 Hz); 7.22 (m, 4H); 7.39 (d, 2H,
Ts,J=8.1Hz); 7.64 (br.s, 1H, NH); 7.75 (d, 1H, C10H, J = 3.3 Hz); 8.13 (d, 2H, Ts, J= 8.1 Hz).
13C NMR (CDCls): 21.74, 24.27, 40.98, 55.65, 103.84, 107.54, 111.12, 112.58, 118.88, 119.71,
122.27, 122.56, 127.33, 128.96 (2C), 129.41, 129.63 (2C), 130.19, 132.19, 134.50, 136.23,
145.87, 152.78, 172.82, 180.80. HRMS (DCI-CHs, MH") calcd for CosH24N304S 474.1488,
found 474.1491.
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5-(ethyl(methylamino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (89b) and 6-(ethyl(methylamino)-1-
tosyl-1H-indole-4,7-dione (89°b)

O
Me Q
\/N \ 1 \
C1gH1gN204S LN N
¥S 358 e | Ts

(@)
89b 89'b

Ethyl methylamine (295 mg, 5 mmol) was added to the solution of indoledione 9 (300 mg, 1
mmol) in ethanol (13 mL) and the reaction is stirred for 2 h. The solvent was concentrated over
vacuum the crude product was purified by flash chromatography (CH2Cl2 / MeOH 99.5: 0.5).
89b (pink solid, 20 mg, 8%), mp: 104 ° C. *H NMR (CDCls): 1.25 (t, 3H, CH2CHs, J = 7.0Hz);
2.45 (s, 3H, CH3 Ts); 3.02 (s, 3H, NMe); 3.61 (q, 2H, CH2CH3s, J = 7.0 Hz); 5.39 (s, 1H, C1H);
6.67 (d, 1H, CH=CHNTs, J = 3.3 Hz); 7.35 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz); 7.67 (d, 1H, CH=CHNTs, J
=3.3Hz); 8.05 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz). 13C NMR (CDCls): 12.78, 21.78, 40.11, 49.35, 104.21,
107.69, 127.55, 128.82, 129.13 (2), 129.45 (2C), 131.32, 134.40, 145.78, 150.51, 174.29,
180.60. HRMS (DCI-CH4, M) calcd for C1gH18N204S 358.0987, found 358.0987.

89'b (pink solid, 90 mg, 31%), mp: 106 ° C.*H NMR (CDCls): 1.29 (t, 3H, CH2CHs, J = 7.0H2);
2.48 (s, 3H, CH3 Ts); 3.11 (s, 3H, NMe); 3.61 (q, 2H, CH2CHs, J = 7.0Hz); 5.74 (s, 1H, C1H);
6.71 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.2Hz); 7.40 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz); 7.76 (d, 1H, CH=CHNTs, J
= 3.2Hz); 8.07 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz). 13C NMR (CDCls): 12.73, 21.79, 40.03, 49.49, 103.27,
107.60, 129.02, 129.42 (2C), 129.62 (2C), 130.35, 132.41, 134.44, 145.91, 152.42, 172.70,
180.90. HRMS (DCI-CH4, M™) calcd for C1gH18N204S 358.0974 found 358.0973.

5-((2-hydroxyethyl)(methyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione ~ (89c) and  6-((2-
hydroxyethyl)(methyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (89°c)

Me o HO
N 1
\ I N
N C1gH1gN205S N N
HO N 374 e LT
89c o

89'c

To a solution of 2-(methylamino)ethanol 87b (0.6 mL, 7.5 mmol) in EtOH (7.5 mL) was added

a solution of indoledione 9 (460 mg, 1.5 mmol) in EtOH (19, 5 mL), stirring was maintained
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for 2 hours. After concentration, the crude product was purified by flash chromatography
(CH2CI) to give a mixture of the two regioisomers as a pink solid (191 mg, 34%) which were
not separable, C1sH17N20sS, m/z 373 (M-, 100%).

methyl 3-((4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-5-yl)(methyl)amino)propanoate (89d)
and methyl 3-((4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-6-yl)(methyl)amino)propanoate

(89d”)
O
I\N/Ie \ MeOOCl ] \
J/ N C20H20N206S N N
MeOOC Ts 416 Me § TS
89'd

To a solution of indoledione 9 (1 g, 3.3 mmol) in ethanol (23 mL) was added a solution of
amine 88d (1.9 g, 16.6 mmol) in ethanol (10 mL). The mixture was stirred for 2 h. The solvent
was concentrated under vacuum and the crude product was purified by flash chromatography
(CH2Cl2 / MeOH 99.5: 0.5) to give the expected compounds (620 mg, 45%)

89d pink solid, mp: 114 °C. *H NMR (CDCls): 2.47 (s, 3H, Ts); 2.70 (t, 2H, CHz, J = 7.1Hz);
2.99 (s, 3H, NCH3); 3.70 (s, 3H, OCHs3); 3.90 (t, 2H, CH>, J = 7.1Hz); 5.35 (s, 1H, C1H); 6.67
(d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.3Hz); 7.35 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz); 7.68 (d, 1H, CH=CHNTs, J =
3.3Hz); 8.06 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz). *C NMR (CDCls): 21.78, 33.12, 41.05, 50.20, 51.92,
105.32, 107.77, 127.80, 128.92, 129.13 (2C), 129.48 (2C), 131.02, 134.28, 145.89, 150.27,
171.80, 174.33, 180.43. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for CaoH20N206S: 417.1120 found
417.1110.

89°d' pink solid, mp: 130 ° C. *H NMR (CDCls): 2.47 (s, 3H, Ts); 2.69 (t, 2H, CHa, J = 7.0H2);
3.00 (s, 3H, NCHs3); 3.72 (s, 3H, OCHj3); 3.84 (t, 2H, CH>, J = 7.0Hz); 5.46 (s, 1H, C1H); 6.69
(d, 1H, CH=CHNTs, J = 3.2Hz); 7.38 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz); 7.76 (d, 1H, CH=CHNTs, J =
3.2Hz); 8.04 (d, 2H, Ts, J = 8.4Hz). 3C NMR (CDCls): 21.78; 32.98; 40.96; 50.26; 51.93;
104.35; 107.55; 129.08 (2C); 129.33; 129.63 (2C); 130.50; 132.19; 134.25; 146.03; 152.08;
171.83; 172.53; 181.05. HRMS (DCI CH4, MH") calcd for CooH20N206S: 417.1120, found
417.1114.
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5-(methyl(phenethyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (89¢) and 6-
(methyl(phenethyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (89’¢e)

O
A\
\¢\/\> C24H22N204S N
N 434 N
Ts 3 Me Ts
0 O

89e 89'e

To a solution of N-methyl phenylethylamine 88e (1 mL, 7.5 mmol) in ethanol (8 mL), was
added dropwise a solution of indoledione 9 (450 mg, 1.5 mmol) in EtOH (20 mL). The reaction
medium was stirred for 2 h. After concentration of the solvent under vacuum, the crude was
purified by flash chromatography (CH2Cl> / MeOH 97: 3) to give the expected adducts (330
mg, 51%).

89e: pink solid, mp 62 °C: *H NMR (CDCls): 2.45 (s, 3H, CH3 Ts); 2.93 (t, 2H, CH2-Ph, J =
7.8Hz); 2.94 (s, 3H, CH2-NMe); 3.85 (t, 2H, CH>-NMe, J = 7.8 Hz); 5.39 (s, 1H, C1H); 6.67 (d,
1H, CH=CHNTSs, J = 3.2 Hz); 7.20-7.33 (m, 5H); 7.35 (dd, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 7.76 (d, 1H,
CH=CHNTSs, J=3.2 Hz); 8.08 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz). 1*C NMR (CDCls): 21.80, 34.85, 41.44,
56.36, 104.56, 107.74, 126.60, 128.65 (2C), 128.87, 128.99 (2C), 129.08 (2C), 129.48 (2C),
129.69, 131.19, 134.40, 138.35, 145.83, 150.42, 174.27, 180.60. IR (ATR): 1803, 1685, 1596,
1372 cm™. HRMS (DCI-CHa4, MH*) calcd for C24H22N204S: 435.1379, found 435.1366.

89’e: pink solid, mp 60°C: *H NMR (CDCls): 2.45 (s, 3H, Ts); 2.94 (t, 2H, CH,-Ph, J = 7.8
Hz); 2.94 (s, 3H, NMe); 3.85 (t, 2H, CH>-NMe, J = 7.8 Hz); 5.36 (s, 1H, C1H); 6.67 (d, 1H,
CH=CHNTs, J = 3.3 Hz); 7.18-7.27 (m, 5H); 7.36 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz); 7.68 (d, 1H,
CH=CHNTSs, J=3.3 Hz); 8.06 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz). 1*C NMR (CDCls): 21.79, 34.84, 41.11,
56.24, 103.72, 107.53, 126.70, 128.72 (2C), 129.01 (2C), 129.08 (2C), 129.45, 129.62 (2C),
130.34, 132.18, 134.43, 138.30, 145.97, 152.45, 172.77, 180.95. IR (ATR): 1802, 1684, 1594,
1370 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH™): calcd for C24H22N204S: 435.1379, found 435.1373.
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5-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)(methyl)amino)-1H-indole-4,7-dione (89f) and 6-((2-(1H-indol-
3-yl)ethyl)(methyl)amino)-1H-indole-4,7-dione (89°f)

4 5
o) ° 6
O
HN
N C19H47N30, = 1 A
N 319 2
H N N
@) Me o H
89f 89'f

A solution of quinone 24 (240 mg, 1.63 mmol) EtOH (10 mL) was added to a solution of amine
51b (568 mg, 3.26 mmol) was EtOH (6 mL). The mixture was stirred for 2 h and the solvent
was evaporated. The crude product was purified by flash chromatography (CH2Cl> / MeOH 95:
5) to give the mixture of the two regioisomers which could not be separated, as a purple solid
(40 mg, 8%). *H NMR (DMSO-d6): 2.99 (s, 3H, CH3-NMe); 3.05 (d, 2H, CH2-indol); 3.91 (d,
2H, CH>-NMe); 5.77 (s, 1H, C1H); 6.36 (d, 1H, CH=CHNH, J = 2.7 Hz); 6.44 (d, 1H, CHzH,
J = 6 Hz); 6.98-7.10 (m, 3H, CsH and CsH and NH); 7.03 (m, 1H, CzH); 7.34 (d, 1H,
CH=CHNH, J = 2.7 Hz); 7.67 (d, 1H, Ce¢H, J = 6.0Hz); 10.86 (br s, 1H, NH). For the second
regioisomer, only the signals in italics are replaced by: 3.02 (s, 3H, N-CHj3); 6.45 (d, 1H,
CH=CHNH); 7.65 (dd, 2H, CeH, J = 6.0Hz). IR (ATR): 3382; 1673; 1595; 1457; 1124. HRMS
(DCI-CH4, MH™): calcd for C19H17N302: 320.1399, found: 320.1402.

3-(1H-indol-3-yl)-1-methyl-5-tosylpyrrolo[2,3-f]indole-4,8(1H,5H)-dione (90a)

To a solution of compound 89a (140 mg, 0.3 mmol) in CH2Cl, (9 mL), was added DDQ (140
mg, 0.6 mmol). The mixture was stirred for 2h at room temperature. After concentration under
vacuum, the crude product was purified by flash-chromatography (CH>Cl2/MeOH 99.5: 0.5) to
give the expected product as a violin solid (40 mg, 28%), mp > 260 °C. 'H NMR (CDCls): 2.43
(s, 3H, CH3 Ts); 4.10 (s, 3H, NCH3); 6.78 (d, 1H ,CH=CHNH, J = 3.3 Hz); 7.17-7.27 (m, 3H,
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C4H and CsH and C1H); 7.33 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 7.48 (d, 1H, CeH, J = 8.2 Hz); 7.72 (d,
1H, C3H, J=7.8 Hz); 7.76 (d, 1H, CH=CHNH, J = 3.3 Hz); 8.04 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 8.25
(d, 1H, CoH J= 3.0 Hz); 8.35 (br. s, NH, 1H). 13C NMR (CDCls): 21.74, 36.94, 107.43, 107.68,
111.52, 119.64, 120.21, 120.31, 122.12, 126.22, 126.78, 128.95, 128.98 (2C), 129.16, 129.49
(2C), 129.87, 131.49, 132.03, 132.54, 134.60, 136.01, 145.58, 171.84, 174.06. HRMS (DCI-
CHa, MH™) calcd for CasH20N304S 470.1175, found 470.1173.

3-(1H-indol-3-yl)-1-methyl-7-tosylpyrrolo[3,2-f]indole-4,8(1H,7H)-dione (90’a)

Same procedure as for compound 90f involving compound 89°a (200 mg, 0.4 mmol), CH.Cl;
(12 mL) and DDQ (200 mg, 0.9 mmol). Purification by flash-chromatography (CH2Cl/ MeOH
99.5: 0.5) led to the expected product as a violin solid (150 mg,75%), mp > 260 °C. *H NMR
(CDCls): 2.47 (s, 3H, CH3 Ts); 4.07 (s, 3H, NCHa); 6.81 (d, 1H, CH=CHNH, J = 3.2 Hz); 7.24
(m, 2H, C4H and CsH); 7.21-7.27 (m, 3H, C:H and CzH and Ce¢H); 7.38 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz);
7.77 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.2 Hz); 8.07 (d, 2H, Ts, J = 8.5 Hz); 8.35 (br. s, 1H, NH); 8.39
(d, 1H, C2H, J= 3.2 Hz). **C NMR (CDCls): 21.78, 37.28, 107.74, 108.34, 111.59, 119.57,
119.80, 120.30, 122.17, 122.21, 126.13, 126.70, 128.82, 128.92 (2C), 129.29, 129.59 (2C),
130.49, 130.61, 133.90, 134.53, 136.09, 145.79, 167.13, 178.84. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd
for C26H20N304S 470.1175, found 470.1157.

3-(1H-indol-3-yl)-1-methylpyrrolo[2,3-f]indole-4,8(1H,5H)-dione (90f) and 3-(1H-indol-3-
yl)-1-methylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (90°f)
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Same protocol as for compound 90a involving the mixture 89f / 89°f (40 mg, 0.125 mmol),
CH:CI> (2.5 mL) and DDQ (40 mg, 0.176 mmol). Purification by flash chromatography
(CH2Cl> / MeOH 98: 2) gave the two expected regioisomers as a purple solid (30 mg, 77%).
These compounds were characterized by LCSM (IE): m / z 316 (MH+, 100%).

6-(ethyl(methyl)amino)-5-hydroxy-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (91°b)

O
H_HO
1 \\ C1gH1gN205S
N N\ 374
/ 9] Ts

Same protocol as for compound 90f involving the compound 89°b (41 mg, 0.11 mmol), CH2Cl>
(2.6 mL) and DDQ (52 mg, 0.23 mmol). Purification by flash chromatography (CH2Cl./ MeOH
98: 2) gave the expected compound as a blue solid (20 mg, 51%), mp> 250 ° C. *H NMR
(CDCl5): 0.89 (s, 3H, CH3CHa, J = 7.4 Hz); 2.49 (s, 3H, CH3 Ts, J = 7.0Hz); 3.17 (s, 3H, NCHB3,
Ts); 3.28 (br s, 1H, OH); 3.49 (q, 2H, CH3CH.); 6.58 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.2 Hz); 7.41
(d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz); 7.74 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.2 Hz); 8.07 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz). 13C
NMR (CDClz): 21.83, 29.71, 31.93, 39.96, 40.74, 53.45, 101.11, 105.38, 107.78, 108.74,
109.83, 111.75, 129.10 (2C), 129.91 (2C), 160.30, 174.12. IR (ATR): 3370, 1672, 1617, 1595,
1530 cm™. MS (El): m/z 374.09 (100.0%), 375.10 (19.5%), 376.09 (4.5%), 376.10 (1.8%),
376.10 (1.0%).

methyl3-((5-hydroxy-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol-6yl)methyl)amino)

\O HO
Ny CooHzoN207S
N N 432

/ 0] \TS

propanoate (91°d)

Same protocol as for compound 90°f involving the compound 89°d (80 mg, 0.19 mmol), CH.Cl>
(5.1 mL) and DDQ (86 mg, 0.38 mmol). Purification by flash chromatography (CH2Cl./ MeOH
97: 3) gave the expected product as a blue solid (40 mg, 51%), mp> 260 ° C. *H NMR (CDCls):
2.49 (s, 3H, Ts); 2.77 (q, 2H, CH2CH2N, J = 7.2 Hz); 3.16 (s, 3H, NCHa); 3.28 (br s, 1H, OH);
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3.53 (s, 3H, OCHa); 3.75 (t, 2H, CHoCH2N, J = 7.2 Hz); 6.58 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.2 H2);
7.41(d, 2H, Ts, J = 8.1Hz); 7.76 (d, 1H, CH=CHNTSs, J = 3.2 Hz): 8.05 (d, 2H, Ts, J = 8.1 Hz).
13C NMR (CDCls): 21.84, 32.11, 34.84, 40.29, 52.14, 108.73, 111.61, 129.01 (2C), 129.97
(2C), 132.13, 133.37, 137.13, 138.69, 146.67, 151.45, 169.10, 171.81, 174.23. MS (EI): m/z:
432.10 (100.0%), 433.10 (21.6%), 434.09 (4.5%).

5-hydroxy-6-(methyl(phenethyl)amino)-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (91¢)

O
HO
N\ Co4H2oN205S
N N\ 450
/ 0] Ts

Compound 90°c (50 mg, 0.18 mmol) was dissolved in AcOH (3.5 mL) and DDQ (81 mg, 0.36
mmol) was added. The reaction medium was stirred for 2 h. The solvent was evaporated and
1IN NaOH solution (3 mL) was added. The mixture was extracted with CH2Cl, (10 mL). The
organic layer was separated, washed with water (3 x 20 mL) and dried over MgSQOa. After
concentration, the crude product was purified by flash chromatography (CH2Cl, / MeOH 95:
5) to give the expected product as a blue solid (10 mg, 18%). *H NMR (CDCls): 2.48 (s, 3H,
Ts); 3.02 (t, 2H, CH2-Ph, J = 7.0Hz); 3.24 (s, 3H, NMe); 3.35 (br s, 1H, OH); 3.74 (dd, 2H,
CH>2-N, J=7.0 and 9.0Hz); 6.54 (d, 1H, CH=CH-NTs, J = 3.2Hz); 7.13-7.30 (m, 5H); 7.39 (d,
2H, Ts, J = 8.5Hz); 7.73 (d, 1H, CH=CH-NTs, J = 3.2Hz); 8.07 (d, 2H, Ts, J = 8.5Hz). *C
NMR (CDClz): 21.84; 34.97; 41.94; 57.90; 107.70; 111.89; 126.67; 128.49; 128.68 (2C);
129.03; 129.16 (2C); 129.83; 129.95; 130.65; 133.89; 138.00; 138.38; 146.40; 150; 67; 151.49;
171.59; 174.31. HRMS (DCI CHa, MH") calculated for C2sH22N20sS: 451.1328, found
451.1325.
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tert-butyl  (2-(5-((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)(methyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-
1H-indol-3-yl)ethyl)carbamate (92a) and tert-butyl (2-(6-((2-(1H-indol-3-
yl)ethyl)(methyl)amino)-4,7-dioxo-1-tosyl-4,7-dihydro-1H-indol3-yl)ethyl)carbamate

(92b)
H
NHBoc N NHBoG
Me\ O // ')
N N
1
5 N 9 C33H36N406S N
8 3 \ 616 N N 92b
\
7 o) Ts ! Ts

4 Me O

N
6 N 92a
5 H
Same procedure as for compound 89a involving methyl tryptamine 51b (1.55 g, 9.0 mol) in
EtOH (10 mL), indoledione 1 (2 g, 4.5 mol) in EtOH (10 mL). Purification by flash-
chromatography (CH.Cl2/MeOH 99 :1) gave the expected compounds:
90a: fushia solid (0.91 g, 33%). 'H NMR (CDC1s): 1.47 (s, 9H, (CHs)3); 2.44 (s, 3H, CH3 Ts);
2.78 (t, 2H, CH.-CH>-NHBoc, J = 8.5 Hz); 2.93 (s, 3H, CH3-N); 3.06 (t, 2H, C2H, J = 8.5 Hz);
3.36 (q, 2H, CH2-CH>-NHBoc, J = 8.5 Hz); 4.00 (t, 2H, C1H, J = 8.5 Hz); 5.20 (s, 1H, C3H);
6.94 (d, 1H, C4H, J = 2.9 Hz); 7.10 (m, 2H, CeH and C7H); 7.34 (d, 2H, Ts, J = 10 Hz); 7.55
(m, 1H, CH); 7.69 (m, 1H, CsH); 8.01 (d, 2H, Ts, J = 10.5 Hz); 8.28 (br s, 1H, NH). 3C NMR
(CDC153): 21.77; 24.21; 25.96; 28.42 (3C); 40.08; 40.89; 55.13; 79.33; 104.52; 111.15; 112.30;
118.65; 119.56; 123.17; 122.21; 123.06; 125.34; 125.95; 126.99; 129.05 (2C); 129.39 (2C);
134.55; 136.24; 145.60; 148.29; 152.05; 156.05; 174.05; 181.60. HRMS (DCI CH4, MH") calcd
for CasH37N4Os6S 617.2434, found 617.2433.
90b: fushia solid (1.06 g, 39%). *H NMR (CDC13): 1.46 (s, 9H, (CH3)s3); 2.41 (s, 3H, CH3 Ts);
2.78 (m, 4H, CH>-CH2-NHBoc and CHz-N); 3.08 (t, 2H, C2H, J = 8.5 Hz); 3.40 (q, 2H, CH»-
CH>-NHBoc, J = 8.5 Hz); 3.93 (t, 2H, C:H, J = 8.5 Hz); 5.14 (s, 1H, C3H); 7.02 (d, 1H, C4H, J
=2.9 Hz); 7.18 (m, 2H, C¢H and C7H); 7.32 (d, 3H, Ts and CsH, J = 10 Hz); 7.54 (m, 1H, CH);
7.65 (m, 1H, CgH, J=); 7.70 (m, 1H, CsH); 8.05 (d, 2H, Ts, J=10.5 Hz); 8.32 (br s, 1H, NH).
13C NMR (CDC1s): 21.73; 24.03; 25.76; 28.44 (3C); 40.46; 40.65; 55.47; 79.26; 104.87;
111.17; 112.56; 118.84; 119.67; 122.16; 122.35; 122.77; 127.34; 128.52; 128.65; 128.89 (2C);
129.60 (2C); 129.92; 134.64; 136.32; 145.70; 152.95; 156.10; 172.84; 182.26. HRMS (DCI-
CH4, MH") calcd for C3sH37N4OeS 617.2434, found 617.2426.
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tert-butyl (2-(5-(1H-indol-3-yl)-7-methyl-4,8-dioxo-1-tosyl-1,4,7,8-tetrahydropyrrolo[3,2-
flindol-3-yl)ethyl)carbamate (93a)
NHBoc

C33H32N406S
612

Same procedure as for compound 90a involving compound 92a (600 mg,0.97 mmol), DDQ
(438 mg, 1.95 mmol), CH2Cl2 (32 mL). Purification by flash-chromatography (CH2Cl2/MeOH
99 :1) gave the expected compound as a violine solid (280 mg, 47%). *H-NMR (CDC1s): 1.44
(s, 9H, (CHa)z3); 2.46 (s, 3H, CH3 Ts); 3.04 (t, 2H, CgH, J = 6.6 Hz); 3.45 (q, 2H, CoH, J = 6.6
Hz); 4.00 (s, 3H, CH3-N); 7.17 (s, 1H, C7H ); 7.18 (t, 1H, CsH, J = 8.1Hz); 7.23 (t, 1H, C4H, J
=8.1 Hz); 7.28 (s, 1H, C1H), 7.36 (d, 2H, Ts, J = 8.3 Hz); 7.43 (d, 1H, CeH, J = 8 Hz); 7.59 (s,
1H, NHBoc), 7.72 (d, 1H, CsH, J = 8 Hz); 8.05 (d, 2H, Ts, J = 8.3 Hz); 8.26 (d, 1H, CzH, J =
2.5Hz); 8.44 (brs, 1H, NH). 3C-NMR (CDC13): 21.82; 26.05; 28.42 (3C); 37.14; 40.45; 79.17;
107.73; 111.61; 119.57; 119.61; 120.23; 122.19; 122.49; 123.20; 126.16; 126.47; 127.83;
128.90 (2C); 129.03; 129.55 (2C); 130.28; 130.31; 131.20; 134.60; 136.09; 145.67; 156.03;
170.92; 178.43). HRMS (DCI CHs, MH™) calcd for CasHz3sN4OsS 613.2121, found 613.2119.

tert-butyl (2-(7-(1H-indol-3-yl)-5-methyl-4,8-dioxo-1-tosyl-1,4,5,8-tetrahydropyrrolo[2,3-
flindol-3-yl)ethyl)carbamate (93b)

NHBoc

C33H32N406S
612

Same procedure as for compound 90a involving compound 92b (570 mg,0.93 mmol), DDQ
(417 mg, 1.85 mmol), CH2Cl2 (31 mL). Purification by flash-chromatography (CH2Cl,/MeOH
99 :1) gave the expected compound as a violine solid (340 mg, 60%). *H NMR (CDCl1s): 1.44
(s, 9H, (CHa)3); 2.46 (s, 3H, CH3 Ts); 3.04 (t, 2H, CgH, J = 6.6 Hz); 3.45 (q, 2H, CoH, J = 6.6
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Hz); 4.00 (s, 3H, CHa-N); 7.17 (s, 1H, C7H ); 7.18 (t, 1H, CsH, J = 8.1Hz); 7.23 (t, 1H, C4H, J
= 8.1 Hz); 7.28 (s, 1H, C1H), 7.36 (d, 2H, Ts, J = 8.3 Hz); 7.43 (d, 1H, CsH, J = 8 Hz): 7.59 (s,
1H, NHBoc), 7.72 (d, 1H, CsH, J = 8 Hz); 8.05 (d, 2H, Ts, J = 8.3 Hz); 8.26 (d, 1H, CoH, J =
2.5 Hz); 8.44 (br s, 1H, NH). 3C NMR (CDC13): 21.78; 26.07; 28.41 (3C); 37.13; 40.48; 79.18;
107.72; 111.60; 119.56; 119.60; 120.22; 122.17; 122.48; 123.21; 126.17; 126.48; 127.82;
128.89 (2C); 129.02; 129.55 (2C); 130.27; 130.30; 131.21; 134.61; 136.08; 145.66; 156.04;
166.98; 180.42. HRMS (DCI CHa, MH*) calcd for CasHasN4OeS 613.2121, found 613.2111.

3-(2-aminoethyl)-7-(1H-indol-3-yl)-5-methyl-1-tosylpyrrolo[2,3-flindole-4,8(1H,5H)-
dione (94a)
NH»

CogH24N404S
512

Same procedure as for compound 39a involving compound 93a (100 mg, 0.16 mmol), TFA
(2.5 mL), CH2Cl> (4 mL). Purification by flash-chromatography (CH2Cl2/MeOH 90: 10) gave
the expected compound as a violine solid (40 mg, 49%). *H NMR (CDC13): 1.77 (m, 2H, NH>);
2.40 (s, 3H, CHs Ts); 3.07 (t, 2H, CgH, J = 7.2 Hz); 3.16 (t, 2H, CoH, J = 7.2 Hz); 4.03 (s, 3H,
N-Me); 7.08 (t, 1H, C4H, J = 7.8 Hz); 7.17 (t, 1H, CsH, J = 7.8 Hz); 7.45 (d, 1H, C3H,J=7.9
Hz); 7.47 (d, 2H, Ts, J = 8.2Hz); 7.72 (d, 1H, CeH, J = 8 Hz); 7.74 (s, 1H, C7H); 7.83 (s, 1H,
C1H); 7.99 (d, 2H, Ts, J = 8.5Hz); 8.1 (d, 1H, C2H, J = 2.6 Hz); 11.38 (br s, 1H, NH). *C NMR
(CDC13): 21.65, 24.44, 37.09, 39.05, 106.87, 112.33, 119.92, 120.10, 120.24, 121.45, 121.90,
126.01, 127.26, 128.38, 128.64 (2C), 128.94, 129.68, 130.19 (2C),130.66, 132.80, 134.73,
136.58, 146.25, 171.56, 174.76. HRMS (DCI CH4, MH") calcd for CogH2sN404S 513.1597,
found 513.1608.
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3-(2-aminoethyl)-5-(1H-indol-3-yl)-7-methyl-1-tosylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-
dione (94b)

Same procedure as for compound 39a involving compound 93b (120 mg, 0.196 mmol), TFA
(5mL), CH2Cl> (8 mL). Purification by flash-chromatography (CH.Cl,/MeOH 90 :10) gave the
expected compound as a violine solid (58 mg, 50%). *H NMR (CDC1s): 1.77 (m, 2H, NH>);
2.43 (s, 3H, CH3 Ts); 3.08 (t, 2H, CgH, J = 7.2 Hz); 3.12 (t, 2H, CoH, J = 7.2 Hz); 3.96 (s, 3H,
N-Me); 7.09 (t, 1H, C4H, J = 7.8 Hz); 7.16 (t, 1H, CsH, J = 7.8 Hz); 7.46 (d, 1H, CsH,J=7.9
Hz); 7.51 (d, 2H, Ts, J = 8.2Hz); 7.74 (s, 1H, C7H); 7.80 (d, 1H, CsH, J = 8 Hz); 7.84 (s, 1H,
C:H); 8.03 (d, 2H, Ts, J = 8.5Hz); 8.32 (d, 1H, C2H, J = 2.6 Hz) 10.76 (s, 1H, NH). *C-NMR
(CDC13): 21.68, 24.36, 37.23, 38.97, 106.95, 112.33, 119.89, 119.95, 120.23, 121.14, 121.86,
125.97, 126.09, 127.56, 128.49, 128.78 (2C), 129.75, 130.19, 130.31 (2C), 131.09, 134.52,
136.63, 146.40, 166.39, 179.89. HRMS (DCI CH4, MH") calcd for CogH25N404S 513.1597,
found 513.1580.

(3,3-diethoxypropyl)benzene (97c)

C13H200-
208

OEt
EtO

A solution of 98¢ (830 mg, 6.1 mmol) and concentrated H2SO4 (23 pL) in dry EtOH (23 mL)
was stirred at RT for 3 h. A NaHCOg saturated solution (20 mL) was added and the mixture
was concentrated under vacuum. H>O (20 mL) and EtOAc (20mL) were added to the residu
and the organic layer was separated, washed with water (3x20 mL) and dried over MgSOea.
Concentration under vacuum gave the expected compound as a clear yellow oil (1.1 g, 88 %).*H
NMR (CDCls): 1.25 (t, 6H, (CH3)2, J = 7.2 Hz); 1.96-2.01 (m,2H, CH2-(CHO)); 2.71-2.75(m,
2H, CH,-(Ph)); 3.52-3.71 (m, 4H, CH,-0); 4.52 (t, 1H, CH-0); 7.21-7.31(m, 5H, CH-Ph). *C
NMR (CDClIs): 15.34 (2C); 30.98; 35.07; 60.99 (2C); 102.18; 125.77; 128.32 (2C); 128.37
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(2C); 141.76. FTIR (neat): 2974; 2926; 1377; 1122; 1063; 694 cm™. HRMS (DCI CHy) calcd
for C14H2202: 208.3637, found 236.3634

(4,4-diethoxybutyl)benzene (97d)

C14H20,
222

OEt
EtO

A solution of 98d (610 mg, 4.12 mmol) and concentrated H2SO4 (16 uL) in dry EtOH (16 mL)
was stirred at RT for 3 h. A NaHCO3 saturated solution (20 mL) was added and the mixture
was concentrated under vacuum. H>O (20 mL) and EtOAc (20mL) were added to the residu
and the organic layer was separated, washed with water (3x20 mL) and dried over MgSOea.
Concentration under vacuum gave the expected compound as a yellow oil (700 mg, 76 %). *H
NMR (CDCls): 1.26 (t, 6H, (CH3),, J = 7.1 Hz); 1.64 — 1.88 (m, 4H, CH,-CH,-CHO); 2.70 (t,
2H, CH.-Ph, J = 7.0 Hz); 3.54 (tt, 4H, CH>-0); 4.56 (t, 1H, CH-O, J = 5.2 Hz,), 7.24-7.39 (m,
5H, Ph). ¥C NMR (CDCls). 15.39 (2C); 26.66; 33.25; 37.75; 60.98 (2C); 102.86; 125.78;
128.33 (4C); 142.35. FTIR (neat): 2977; 2928; 1373; 1129; 1063; 699 cm™. HRMS (DCI CH4)
calcd for C14H2202: 222.3364, found 222.3368

(5,5-diethoxypentyl)benzene (97¢)

C15H2407
236

OEt
EtO
To a solution of aldehyde 98e (570 mg, 3.85 mmol) in EtOH (50 mL), was added concentrated
H2S04 (14.5 ul) and the solution was stirred for 3h. After concentration under vacuum water
(40 mL) and AcOEt (40 mL) were added. The organic layer was separated and the aqueous
layer was extracted with AcOEt (2 x 40 mL). The combined organic layers were dried over
MgSO4 and concentrated under vacuum to give quantitatively the expect compound as a light
yellow oil. *H NMR (CDCls): 1.25 (t, 6H, (CH3),, J = 7.1 Hz); 1.32 (m, 2H, CH,-CH,-CHO);
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1.58 - 1.72 (m, 4H, CH>-CH>-CH,-CHO); 2.73 (t, 2H, CH>-Ph, J = 7.0 Hz); 3.52 (tt, 4H, CH>-
0); 4.56 (t, 1H, CH-O, J = 5.2 Hz,), 7.23-7.38 (m, 5H, Ph).1*C NMR (CDCls). 15.38 (2C);
26.42; 33.25; 35.60; 37.75; 60.97 (2C); 102.85; 125.77; 128.32 (4C); 142.34. FTIR (neat):
2976; 2924; 1372; 1121; 1062; 693 cm™. HRMS (DCI CHa) calcd for C14H2202: 236.3623,
found 236.3625.

3-phenylpropanal (98c)

CgH100
134

N

To a solution of 3-phenyl-1-propanol (1 g, 7.35 mmol) in DMSO (3.6 mL) was added IBX
(3.08 g, 11.01 mmol). The mixture was stirred at RT for 3 h. EtOAc (84 mL) was then added.
After filtration, the filtrate was washed with water (3 x 50 mL), brine (50 mL) and was dried
over MgSQO4. Concentration under vacuum gave the expected compound as a yellow oil (0.96
g, 97%). *H NMR (CDCls): 2.77 (tt, 2H, C2H, J = 6 and 3 Hz); 2.97 (t, C3H, J = 6 Hz); 7.22-
7.31 (m, 5H); 9.85 (t, 1H, CHO). *C NMR (CDCls): 27.91; 45.04; 126.12; 128.13; 128.42,
140.20; 201.48. IR: 2928; 1739; 1032; 701, cm™. MS (El): m/z: 134.07 (100.0%), 135.08
(9.7%)

4-phenylbutanal (98d)

9 4 2 0
s
3 1 148
7F5
6

To a solution of 4-phenyl-1-butanol (1 g, 6.66 mmol) in DMSO (3.6 mL) was added IBX (3.1
g, 11.01 mmol). The mixture was stirred at RT for 10 h. EtOAc (75 mL) was then added. After
filtration, the filtrate was washed with water (3x50 mL), brine (50 mL) and was dried over
MgSOs. Concentration under vacuum gave the expected compound as a yellow oil (0.61 g, 62
%). 'H NMR (CDCls): 2.01 (m, 2H, C3H); 2.50 (td, 2H, C2H, J = 1.6 Hz and J = 7.3Hz); 2.70
(t, 2H, C4H, J = 7.3 Hz); 7.20-7.36 (m, 5H); 9.80 (t, 1H, C1H, J = 1.6 Hz). 3C NMR (CDCls):
24.7; 35.7; 43.8; 127; 129.5 (2C); 142.9; 203.7. IR: 3026; 2861; 2722; 1724, 1603 cm™. MS
(EI): m/z 209 (100), 91 (100).
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5-phenylpentanal (98e)

6 5 3 1
i 5 YO CyHy,O
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To a solution of 5-phenyl-1-pentanol (1 g, 6.1 mmol) in DMSO (3.2 mL) was added IBX (2.7
g, 4.87 mmol). The mixture was stirred at RT for 3 h. EtOAc (80 mL) was then added. After
filtration, the filtrate was washed with water (3 x 30 mL), brine (50 mL) and was dried over
MgSOs. Concentration under vacuum gave the expected compound as a yellow oil (770 mg, 78
%). 'H NMR (CDCls): 1.72 (m, 4H, CsH and C3H); 2.49 (m, 2H, CzH); 2.69 (m, 2H, CsH);
7.21-7.36 (m, 5H); 9.79 (t, 1H, C1H, J = 1.8 Hz). 3C NMR (CDCls): 21.72; 30.93; 35.70; 43.76;
125.91; 128.42 (4C); 142.02; 202.69. IR: 2930; 1724, cm™. MS (El): m/z 162.10 (100.0%),
163.11 (11.9%).

1-benzyl-7-tosylpyrrolo[3,2-f]lindole-4,8(1H,7H)-dione (99a)
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A suspension of quinone 12 (60 mg, 0.15mmol), acetaldehyde diethylacetal (900 mg, 7.63
mmol) and Mn(OACc)z (911 mg, 2.17 mmol) in dry acetonitrile (25 mL) was refluxed for 72 h.
After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the crude product was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a bright
yellow solid (40 mg, 62 %), mp 176 °C. *H NMR (CDCls): 2.46 (s, 3H, Ci3H); 5.56 (s, 2H,
C3H); 6.60 (d, 1H, C2H, J = 2.8 Hz); 6.77 (d, 1H, CgH, J = 3.3 Hz); 6.79 (d, 1H, C1H, J = 2.8
Hz); 7.20 (dd, 2H, C12H and Cy4H); 7.28-7.33 (m, 5H); 7.75 (d, 1H, C1oH, J= 3.3 Hz); 8.01 (m,
2H, C11H and CisH). °C NMR (CDCls): 21.78; 52.16; 107.77; 108.07; 127.76; 127.84 (2C);
128.03; 128.74 (2C); 129.04; 129.33; 129.47 (2C); 129.51; 129.58; 131.08; 132.65; 134.21;
136.31; 145.74; 167.20; 178.61. IR (CHClIs): 1660 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for
C24H19N204S 431.1066 found 431.1045.
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1,3-dibenzyl-5-tosylpyrrolo[2,3-f]lindole-4,8(1H,5H)-dione (99b)

C3oH22N204S
506

11

A suspension of quinone 12 (400 mg, 0.99 mmol), phenylacetaldehyde dimethylacetal (1.3 g,
7.54 mmol) and Mn(OACc)3 (2.1 g, 7.54 mmol) in dry acetonitrile (88 mL) was refluxed for 72
h. After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a bright
yellow solid (117 mg, 40 %), mp 174 °C.*H RMN (CDCls): 2.47 (s, 3H, C11H); 5.62 (s, 2H,
CusH): 6,75 (d, 1H, C7H, J = 3.2 Hz); 6.88 (s, 1H, C1H); 7.24-7.42 (m, 10H); 7.60-7.64 (m, 2H,
C2H and CgH); 7.75 (d, 1H, CgH, J = 3.2 Hz); 8.03 (m, 2H, C13H and CyH). 13C RMN (CDCls):
21.81; 52.16; 108.34; 122.77; 126.65; 127.77; 128.01 (2C); 128.07 (2C); 128.13; 128.63;
128.78 (2C); 128.80 (2C); 129.06 (2C); 129.48; 129.52 (2C); 130.45; 130.58; 132.38; 133.50;
134.25; 136.14; 145.78; 167.29; 178.56. IR (CHCls3) 1677; 1653 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH")
calcd for C3oH23N204S 507.1379 found 507.1356.

1-benzyl-3-phenyl-5-tosylpyrrolo[2,3-f]lindole-4,8(1H,5H)-dione (99°b)

12

A suspension of quinone 12’ (200 mg, 0.49 mmol), phenylacetaldehyde dimethylacetal (650
mg, 3.77 mmol) and Mn(OAc)z (1.1 g, 3.77 mmol) in dry acetonitrile (44 mL) was refluxed for

72 h. After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was
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purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 7: 3) to give the expected compound as a yellow
solid (120 mg, 48 %), mp 154 °C. 'H NMR (CDCls): 2.44 (s, 3H, C11H); 5.64 (s, 2H, C14H);
6,74 (d, 1H, C7H, J = 3.3 Hz); 6.91 (s, 1H, C1H); 7.27-7.43 (m, 10H); 7.53-7.57 (m, 2H, C,H
and CgH); 7.74 (d, 1H, CgH, J = 3.3 Hz); 8.05 (m, 2H, C13H and CgH). 3C NMR (CDCls):
21.77;52.28; 107.59; 123.23; 127.23; 127.60; 127.63 (2C); 128.04 (2C); 128.23; 128.85 (2C);
128.94 (2C); 128.96; 129.10; 129.27 (2C); 129.47 (2C); 129.95; 131.52; 132.10; 132.49;
134.31; 136.14; 145.76; 171.60; 174.33. IR (CHCIs) 1652 cm™. HRMS (DCI CH4, MH™) calcd
for CaoH23N204S 507.1379 found 507.1370.

1-benzyl-3-phenyl-5-tosylpyrrolo[2,3-flindole-4,8(1H,5H)-dione (99¢)

A suspension of quinone 12 (265 mg, 0.65mmol), (3,3-diethoxypropyl)-benzene 97¢ (950 mg,
4.57 mmol) and Mn(OAc)3 (1.3 g, 4.57 mmol) in dry acetonitrile (52 mL) was refluxed for 72
h. After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 7:3) to give the expected compound as a bright
yellow solid (224 mg, 66 %), mp 158 °C. *H NMR (CDCls): 2.45 (s, 3H, C12H); 4.12 (s, 2H,
C2H); 5.48 (s, 2H, C1sH); 6.47 (s, 1H, C1H); 6.75 (d, 1H, CgH, J = 3.2 Hz); 7.13-7.31 (m, 12H);
7.74 (d, 1H, CoH, J= 3 Hz); 7.99 (m, 2H, C14H and C1oH). °C NMR (CDCls): 21.79; 31.69;
52.00; 108.00; 124.08; 126.01; 126.18; 127.67 (2C); 127.91(2C); 128.44 (2C); 128.68 (2C);
128.81 (2C); 129.00 (2C); 129.28; 129.46 (2C); 129.70; 130.95; 133.02; 134.27; 136.50;
140.20; 145.69; 167.06; 179.54. IR (CHCI3) 1654 cm™. HRMS (DCI-CHa4, MH*) calcd for
Ca1H2sN204S 521.1535 found 521.1520.
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1-benzyl-3-phenethyl-7-tosylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (99d)

CaoH26N204S
534

A suspension of quinone 12 (265 mg, 0.65mmol), (3,3-diethoxypropyl)-benzene 97d (950 mg,
4.57 mmol) and Mn(OAc)3 (1.3 g, 4.57 mmol) in dry acetonitrile (52 mL) was refluxed for 72
h. After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 7:3) to give the expected compound as a bright
yellow solid (224 mg, 66 %), mp 129 °C. *H RMN (CDCls): 2.46 (s, 3H, C13H); 2.89 (m, 2H,
C2H); 3.04 (m, 2H, C3H); 5.46 (s, 2H, C16H); 6.44 (s, 1H, C1H); 6.78 (d, 1H, CeH, J = 3.2 Hz);
7.11-7.32 (m, 12H); 7.75 (d, 1H, CioH, J = 3.2 Hz); 8.02 (m, 2H, C11H and CisH). 3C RMN
(CDClg): 21.81; 27.78; 35.90; 51.93; 107.99; 124.33; 125.86; 126.09; 127.80 (2C); 127.91;
128.27 (2C); 128.47; 128.64 (2C); 128.68 (2C); 129.08 (2C); 129.23; 129.49 (2C); 129.72;
131.03; 133.02; 134.31; 136.48; 141.82; 145.73; 167.01; 179.60. IR (CHCI3) 1652 cm™. HRMS
(DCI-CH4, MH") calcd for Cs2H27N204S 535.1692 found 535.1689.

1-benzyl-3-(3-phenylpropyl)-7-tosylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (99¢)

C33H2gN204S
548
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A suspension of quinone 12 (300 mg, 0.74 mmol), acetal 99e (1.3 g, 5.2 mmol) and Mn(OAc)s3
(1.5 g, 5.2 mmol) in dry acetonitrile (60 mL) was refluxed for 72 h. After filtration over celite,
the solvent was removed under vacuum and the residue was purified by flash-chromatography
(PE/EtOAC 9: 1) to give the expected compound as a bright yellow solid (230 mg, 57 %), mp
135 °C. *H RMN (CDCls): 1.92 (m, 2H, C3H); 2.45 (s, 3H, C14H); 2.67 (m, 2H, C2H); 2.78 (m,
2H, C4H); 5.51 (s, 2H, C17H); 6.57 (s, 1H, C1H); 6.75 (d, 1H, C1oH, J = 3.2 Hz); 7.17-7.33 (m,
12H); 7.73 (d, 1H, C11H, J = 3.2 Hz); 8.00 (m, 2H, C11H and CisH). *C RMN (CDCls) 21.81;
25.41; 31.27; 35.74; 51.96; 108.00; 124.37; 125.46; 129.92; 127.85 (2C); 127.99; 128.10;
128.33 (2C); 128.49 (2C); 128.74 (2C); 129.05 (2C); 129.23; 129.51 (2C); 129.76; 130.99;
133.05; 134.33; 136.59; 142.32; 145.73; 167.04; 179.56. IR (CHClIs3) 1653 cm™. HRMS (DCI-
CHa, MH") calcd for CasH29N204S 549.1848 found 549.1829.

1-benzylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (100a)
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A solution of compound 99a (130 mg, 0.302 mmol) in a mixture dioxane/IN NaOH (18 mL.:
18 mL) was stirred at RT overnight. Water (20 mL) was added and the solution was extracted
with CH2Cl> (3x40 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated
under vacuum to give quantitatively the expected compound as red solid (62 mg, 75 %), mp
204 °C. 'H RMN (CDCls): 5.62 (s, 2H, C3H); 6.42 (d, 1H, C2H, J = 2.6 Hz); 6.54 (d, 1H, CqH,
J=2.7Hz); 7.11 (d, 1H, C1H, J = 2.6 Hz); 7.25-7.39 (m, 5H); 7.34 (d, 1H, C1oH, J = 2,7 H2);
12,51 (s, 1H, N1;H). 3C RMN (DMSO-ds): 51,54; 108.02; 108.09; 126.20; 127.60 (2C);
128.10; 129.07 (2C); 129.25; 129.45; 130.93; 132.73; 138.11; 169.27; 179.23. IR (CHCIy):
3195; 1657; 1626 cm™. HRMS (DCI-CHs, MH") calcd for Ci7H13N202 277.0977 found
277.0967.
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1-benzyl-3-phenylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (100b)

12
A solution of compound 99b (100 mg, 0.198 mmol) in a mixture dioxane/IN NaOH (10 mL:
10 mL) was stirred at RT overnight. Water (10 mL) was added and the solution was extracted
with CH2Cl> (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and
concentrated under vacuum to give quantitatively the expected compound as red solid (70 mg),
mp 239 °C. *H RMN (DMSO-de): 5.67 (s, 2H, C1oH); 6.46 (d, 1H, C7H, J = 2.5 Hz); 7.12 (d,
1H, C7H, J=1.85 Hz); 7.28-7.40 (m, 8H); 7.57 (s, 1H, C1H); 7.67 (m, 2H, C2H and C¢H); 12.44
(s, 1H, NgH).13C RMN (DMSO-dg): 51.79; 108.29; 123.81; 126.03; 126.48; 127.66; 127.78
(2C); 127.97; 128.16; 128.26 (2C); 129.10 (2C); 129.19 (2C); 130.24; 130.64; 131.95; 133.31;
137.90; 169.28; 179.49. IR (CHClIs) 3213 1636, 1602 cm™. HRMS (DCI-CHa, MH™) calcd for
C23H17N20> 353.1290 found 353.1288.

1-benzyl-3-phenylpyrrolo[2,3-flindole-4,8(1H,5H)-dione (100°b)
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A solution of compound 99b’ (105 mg, 0.199 mmol) in a mixture dioxane/1M NaOH (10 mL:
10 mL) was stirred at RT overnight. Water (10 mL) was added and the solution was extracted
with CH2Cl> (3 x 30 mL). The combined organic layers were dried over MgSOs and
concentrated under vacuum to give quantitatively the expected compound as a red solid (72
mg), mp 237 °C. 'H RMN (DMSO-de): 5.66 (s, 2H, C10H), 6.45 (d, 1H, C7H, J = 2.5 Hz); 7.17
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(d, 1H, C7H, J = 1.85 Hz); 7.25-7.38 (m, 8H); 7.56 (s, 1H, C1H); 7.66 (m, 2H, CzH and Ce¢H);
12.46 (s, 1H, NgH) .*C RMN (DMSO-ds): 51.77; 108.28; 123.82; 126.04; 126.47; 127.65;
127.76 (2C), 127.96, 128.15, 128.25 (2C), 129.13 (2C), 129.12 (2C), 130.22, 130.66, 131.97,
133.30, 137.92, 169.26, 179.49. IR (CHClIs) 3216, 1634, 1605 cm™. HRMS (DCI CHa4, MH")
calcd for C23H17N202 353.1290, found 353.1285.

1,3-dibenzylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (100c)

A solution of compound 99c¢ (164 mg, 0.315 mmol) in a mixture dioxane/1M NaOH (16 mL.:
16 mL) was stirred at RT overnight. Water (20 mL) was added and the solution was extracted
with CH2Cl> (3x40 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated
under vacuum to give quantitatively the expected compound an orange solid (114 mg), mp 190
°C. 'H RMN (DMSO-de): 4.07 (s, 2H, C2H); 5.75 (s, 2H, C11H); 6.45 (dd, 1H, CgH, J = 1.1 Hz
and J = 2.4 Hz); 7.07 (s, 1H, C1H); 7.08 (t, 1H, CoH, J = 2.4 Hz); 7.15 (m, 10H); 12.45 (br. s,
1H, NioH). *C NMR (DMSO-dg): 51.39; 51.55; 107.95; 125.13; 125.35; 126.17; 126.34;
127.45; 127.54 (2C); 128.07; 128.72 (2C); 128.95 (2C); 129.07 (2C); 129.57; 129.86; 132.52;
138.07; 141.24; 169.13; 180.49. IR (CHCls): 3200; 1622 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd
for C24H19N202 367.1420 found 367.1436.

1-benzyl-3-phenethylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (100d)
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A solution of compound 99d’ (200 mg, 0.366 mmol) in a mixture Dioxane/IN NaOH (20 mL.:
20 mL) was stirred at RT overnight. Water (30 mL) was added and the solution was extracted
with CH2Cl> (3x40 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated
under vacuum to give quantitatively the expected compound as an orange solid (134 mg), mp
215 °C. 'H RMN (DMSO-de): 2.89 (m, 2H, CsH); 2.97 (m, 2H, C2H); 5.54 (s, 2H, C12H); 6.48
(d, 1H, CoH, J =2.5Hz); 7.09 (s, 1H, C1H); 7.10 (d, 1H, C1oH, J= 2.5 Hz); 7.17-7.38 (m, 10H);
12.45 (br. s, 1H, N11H). *C NMR (DMSO-ds): 27.90; 35.75; 51.37; 107.95; 125.41; 125.73;
126.09; 126.22; 127.49; 127.53 (2C); 128.01; 128.68 (2C); 128.84 (2C); 129.03 (2C); 129.55;
129.60; 132.54; 138.08; 142.23; 169.09; 180.56. IR (CHCIs): 3187; 1619 cm™. HRMS (DClI-
CHa, MH") calcd for C2sH21N20s 381.1597 found 381.1597.

1-benzyl-3-(3-phenylpropyl)pyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (100e)

C26H22N20,
394

A solution of compound 99e (180 mg, 0.302 mmol) in a mixture dioxane/IN NaOH (18 mL.:
18 mL) was stirred at RT overnight. Water (30 mL) was added and the solution was extracted
with CHxCl, (3 x 40 mL). The combined organic layers were dried over MgSOs4 and
concentrated under vacuum to give quantitatively the expected compound as an orange solid
(128 mg), mp 181 °C. 'H RMN (DMSO-de): 1.88 (m, 2H, C3H): 2.64 (t, 2H, C2H, J = 7.6 Hz);
2.73 (t, 2H, C4H, J = 7.3 Hz); 5.58 (s, 2H, C13H); 6.45 (d, 1H, C1oH, J = 2,6 Hz); 7.09 (d, 1H,
CuiH, J = 2.6 Hz); 7.13-7.43 (m, 11H); 12.44 (br. s, 1H, N12H). *C NMR (DMSO-ds) 25.38;
31.44; 35.49; 51.38; 107.91; 125.40; 126.06; 126.13; 126.29; 127.50; 127.61 (2C); 128.06;
128.72 (2C); 128.76 (2C); 129.06 (2C); 129.32; 129.62; 132.50; 138.18; 142.51; 169.12;
180.52. IR (CHCl3) 3206; 1654; 1618. HRMS (DCI-CHs, MHY) calcd for
C26H23N202 395.1760 found 395.1757.
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pyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (101a)
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To a solution of compound 100a (54.7 mg, 0.2 mmol) in DMSO (20 uL) was added dropwise
KOtBu (1M in THF (2 mL, 0.2 mmol). Oxygen was bubbled through this solution during 30
min. NH4Cl saturated solution (20 mL) was added and the mixture was extracted with CH2Cl;
(3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under
vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatography (CH.Cl.,/ MeOH 98: 2)
gave the expected compound as a red solid (25 mg, 67 %), mp 270 °C. *H NMR (DMSO-de):
6.49 (d, 2H, C1H, J = 2.6 Hz); 7.11 (d, 2H, C2H, J = 2.6 Hz); 12.58 (br. s, 2H). *3C NMR
(DMSO-ds): 108.33 (2C); 126.00 (2C); 127.76 (2C); 132.36 (2C); 168.81; 179.78. IR (CHCI3):
3243; 3129; 1622 cm®. HRMS (DCI-CH4, MH") calcd for Ci0H7N20O, 187.0508 found
187.0496.

3-phenylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (101b)

C16H10N20,
262

To a solution of compound 100b (49.7 mg, 0.14 mmol) in DMSO (20 uL) was added dropwise
KOtBu (1M in THF, 1.4 mL, 1.4 mmol)). Oxygen was bubbled through this solution during 30
min. NH4Cl saturated solution (20 mL) was added and the solution was extracted with CH2Cl»
(3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under
vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatography (CH2Cl./MeOH 98: 2) gave
the expected compound as a red solid (27 mg, 73 %), mp 286 °C. *H NMR (DMSO-dg): 6.49
(dd, 1H, CsH, J = 2.5 Hz and J = 2.7 Hz); 7.14 (t, 1H, CsH, J = 2.5 Hz); 7.28-7.40 (m, 4H);
7.73-7.76 (m, 2H, C2H and CeH); 12.59 (s, 1H, NgH); 12.80 (s, 1H, NioH). *C NMR (DMSO-
de): 108.65; 122.26; 125.05; 126.33; 126.82; 127.40; 128.24 (2C); 128.82; 129.01 (2C); 131.45;
133.76; 134.06; 168.73; 179.96. IR (CHCIs): 3262; 3186; 1620 cm™. HRMS (DCI CH4, MH*)
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calcd for C1sH11N20> 263.0821 found 263.0820.

3-phenylpyrrolo[2,3-f]indole-4,8(1H,5H)-dione (101°b)

To a solution of compound 100°b (125 mg, 0.43 mmol) in DMSO (0.6 pL, 8.4 mmol), was
added dropwise KtBuOK (1M in THF (6 mL, 0.6 mmol). Oxygen was bubbled through this
solution during 30 min. NH4Cl saturated solution (20 mL) was added and the solution was
extracted with CH2Cl> (3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and
concentrated under vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatography
(CH2Clo/MeOH 95:5) gave the expected compound as an orange solid (86 mg, 76 %), mp 283
°C. 'H NMR (DMSO-dg): 6.51 (d, 1H, CiH, J = 2.5 Hz); 7.09 (d, 1H, CeH J = 2.4 Hz); 7.28-
7.79 (m, 6H); 12.46 (br. s, 1H, N3H); 12.78 (br. s, 1H, N1oH). *C NMR (DMSO-de): 107.47;
120.88; 125.14; 125.57; 126.48; 127.41; 128.29 (2C); 128.91 (2C); 130.71; 133.68; 134.30;
135.00; 174.48; 174.72. IR (CHCIs): 3220; 1624 cm™. HRMS (DCI CH4, MH") calcd for
C16H11N202 263.0821 found 263.0815.

3-benzylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (101c) and 3-benzoylpyrrolo[3,2-flindole
4,8(1H,7H)-dione (102)

C47H41oN203
290

102

To a solution of compound 100c (100 mg, 0.27 mmol) in DMSO (30 pL) was added dropwise
KtBuO (1M in THF, 3 mL, 3 mmol). Oxygen was bubbled through this solution during 30 min.
NH4Cl saturated solution (20 mL) was added and the solution was extracted with CH2Cl> (3x20
mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under vacuum.
Purification of the crude product by flash-chromatography (CH.Cl,/MeOH 95:5) gave the
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expected compounds 101c and a by-product 102.

101c: red solid (20 mg, 27 %), mp 104 °C. *H NMR (DMSO-ds): 3.85 (m, 2H, C2H); 6.47 (d,
1H, CgH, J = 2 Hz); 6.93 (t, 1H, C3H and C7H, J = 7.35 Hz); 7.05-7.31 (m, 6H); 12.33 (br. s,
1H, N1oH); 12.49 (s, 1H, N1:H). 3C NMR (DMSO-dg): 31.76; 108.24; 122.62; 123.44; 125.99;
126.00; 128.12; 128.17 (2C); 128.85 (2C); 130.84; 131.70; 131.94; 144.21; 174.97; 181.07. IR
(CHClIs): 3200; 1626 cm™. HRMS (DCI-CHs, MH*) calcd for C17H12N20, 277.0977 found
277.0977.

102: orange solid (24 mg, 32 %), mp 167 °C. *H NMR (DMSO-dg): 6.41 (dd, 1H, C7H, J =2
Hz and J = 2.5 Hz); 6.50 (dd, 1H, CsH, J=2Hz and J = 2.5 Hz); 7.11 (t, 1H, CsH or CsH, J =
2.7 Hz); 7.15 (t, 1H, C3H or CsH, J = 2.7 Hz); 7.45-7.66 (m, 2H); 7.79-7.83 (m, 2H, C2H and
CsH): 12.70 (s, 1H, NgH); 13.08 (m, 1H, N1oH). H NMR (DMSO-d6): 6.41 (dd, 1H, C7H, J =
2 Hz and J = 2.5 Hz); 6.50 (dd, 1H, CgH, J =2 Hz and J = 2.5 Hz); 7.11 (t, 1H, C3H or CsH, J
=2.7 Hz); 7.15 (t, 1H, CsH or CsH, J = 2.7 Hz); 7.45-7.66 (m, 2H); 7.79-7.83 (m, 2H, C>H and
CsH): 12.70 (s, 1H, NoH); 13.08 (m, 1H, N1oH). *C NMR (DMSO-ds): 108.66; 123.58; 125.19;
126.00; 126.69; 128.86 (2C); 129.60 (2C); 131.60; 133.20; 133.34; 138.37; 168.93; 178.51;
191.47. IR (CHCls): 3376; 3190; 1622 cm?. HRMS (DCI-CHs, MH") calcd for
C17H11N203 291.0770 found 291.0770.

3-phenethylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (101d)

290,11

To a solution of compound 100d (92 mg, 0.14 mmol) in DMSO (30 pL) was added dropwise
KtBuO (1M in THF, 2.6 mL, 2.6 mmol)). Oxygen was bubbled through this solution during 30
min. NH4Cl saturated solution (30 mL) was added and the solution was extracted with CH2Cl>
(3x30 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under
vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatography (CH2>Cl./MeOH 95: 5) gave
the expected compound as a red solid (45 mg, 64 %), mp 270 °C. *H NMR (DMSO dg): 2.88
(m, 2H, C3H); 2.97 (m, 2H, C2H); 6.48 (d, 1H, CgH, J = 2.5 Hz); 6.88 (s, 1H, C1H); 7.09 (d,
1H, C1oH, J = 1.7 Hz); 7.16-7.33 (m, 5H); 12.33 (br. s, 1H, N11H); 12.52 (br. s, 1H, N12H). 3C
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NMR (DMSO-ds): 27.92; 36.00; 107.95; 108.22; 124.12; 125.88; 126.21; 126.40; 128.17;
128.70 (2C); 128.76 (2C); 132.16; 132.59; 142.43; 168.62; 181.03. IR (CHCls): 3235; 3129;
1621. HRMS (DCI-CHas, MH") calcd for C1sH15N20, 291.1134 found 291.1125.

3-(3-phenylpropyl)pyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (101e)

To a solution of compound 100e (131 mg, 0.36 mmol) in DMSO (45 uL) was added dropwise
KtBuO (1M in THF, 3.7 mL, 3.7 mmol). Oxygen was bubbled through this solution during 30
min. NH4Cl saturated solution (30 mL) was added and the solution was extracted with CH2Cl>
(3x30 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under
vacuum. Purification of the crude product by flash-chromatography (CH2Cl./MeOH 95: 5) gave
the expected compound as a red solid (109 mg, 44 %), mp 194 °C. *H NMR (DMSO-dg): 1.89
(m, 2H, C3H); 2.63 (t, 2H, CoH, J = 7.8 Hz); 2.72 (t, 2H, CsH, J = 7.2 Hz); 6.45 (dd, 1H, C1oH
,J=15and 2.4 Hz); 6.93 (d, 1H, C:H, J =2 Hz); 7.08 (t, 1H, C11H, J = 2.4 Hz); 7.15-7.32(m,
5H); 12.35 (br. s, 1H, N1,H); 12.50 (br. s, 1H, N1sH). 3C NMR (DMSO-ds): 25.49; 31.56;
35.53; 108.19; 124.16; 124.19; 125.86; 126.10; 126.81; 128.16; 128.71 (2C); 128.74 (2C);
132.09; 132.62; 142.56; 168.60; 180.98. IR (CHCIs): 3373; 3234; 1626 cm™. HRMS (DClI-
CHa, MH") calcd for C19H17N202 305.1290 found 305.1279.

5-(benzylamino)-3-phenyl-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (103a)

CogH2oN204S
482
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To a solution of benzylamine (450 mg, 4.2 mmol) in EtOH (32mL), was added dropwise a
solution of indoledione 105 (750 mg, 2.1 mmol) in EtOH (16 mL). The mixture was stirred
overnight. After concentration under vacuum, the crude product was purified by flash-
chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a red solid (652 mg, 68
%), mp 157°C. 'H NMR (CDCls): 2.46 (s, 3H, CH3Ts); 4.28 (d, 2H, C3H, J = 5.6 Hz); 5.28 (s,
1H, CiH); 6.12 (t, 1H, NoH, J = 5.6 Hz); 7.2-7.5 (m, 10H); 7.60 (d, 1H, C1sH or C1oH, J = 1.5
Hz); 7.63 (d, 1H, C1s or C19, J = 1.8 HZz); 7.79 (s, 1H, CgH); 8.08 (d, 2H, C10H and C14, J = 8.4
Hz). 3C NMR (CDCls): 21.82; 47.06; 97.92; 125.70; 126.56 (2C); 127.52 (2C); 128.10 (2C);
128.21 (2C); 128.27 (2C); 128.96 (2C); 128.97 (2C); 129.23 (2C); 129.47 (2C); 134.21; 134.51;
136.00; 154.81; 171.59; 174.52. IR (CHCls): 2935, 1732, 1598, 1364, 1145 cm™. MS (EI): m/z
482 (M*, 85%); 483.1371 (100); 484.1392 (35); 485.1415 (15).

4,7-dimethoxy-3-phenyl-1-tosyl-1H-indole (104)

A mixture of 3-bromo-4,7-dimethoxy-1-tosyl-1H-indole 72 (2 g, 4.87 mmol), phenylboronic
acid (1.6 g, 5.1 mmol), Pd(PPhs)s (564 mg, 0.49 mmol) and 2M CsCOs (7.3 mL) in degassed
DME (78 mL) was refluxed overnight. After filtration on celite, H>O (50 mL) was added and
the mixture was extracted with EtOAc (3 x 50 mL). The combined organic layers were dried
over MgSO4 and concentrated under vacuum. The crude product was purified by flash-
chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a white solid (1.95 g, 95
%), mp 138 °C. *H NMR (CDCls): 2.4 (s, 3H, CH3Ts); 3.65 (s, 3H, OCHs); 3.67 (s, 3H, OCHa);
6.57 (d, 1H, C1H or CzH, J = 8,8 Hz); 6.65 (d, 1H, C1H or CoH, J = 8.8 Hz); 7.26 (d, 2H, C11H
or Ci3H, J=8,1 Hz); 7.35 (tt, 1H, C19H, J=7,3 and 1.6 Hz); 7.41 (dd, 2H, C1gH and CxH, J =
7.3 Hz); 7.61 (dd, 2H, C17H and Cx1H, J = 7.3 et 1.6 Hz); 7.77 (d, 2H, C1oH and C14H, J = 8.1
Hz); 7.79 (s, 1H, CHNTSs). *C NMR (CDCls): 21.72; 55.88; 56.46; 104.13; 107.99; 121.42;
122.21; 126.07; 126.99; 127.32 (2C); 127.65 (2C); 129.49 (2C); 129.90 (2C); 134.13; 137.46;
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142.03; 144.28; 148.66. IR (CHCls): 2935; 1732; 1598; 1364; 1145 cm™. MS (EI): m/z 407
(M*, 85%); 252 (100); 224 (100); 209 (99); 91 (73).

3-phenyl-1-tosyl-1H-indole-4,7-dione (105)

To a solution of compound 102 (2 g, 4.91 mmol) in a mixture CH3CN/ H20 (200 mL: 100 mL)
was added CAN (8.08 g, 14.74 mmol). The mixture was stirred at RT for 15 min. After
concentration to remove CHsCN, the mixture was extracted with CH2Cl> (3x200 mL). The
combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated under vacuum. The crude
product was purified by flash-chromatography (PE/ EtOAc 80: 20) to give quantitatively the
expected compound as an orange solid (1.1 g, 55%), mp 162 °C. *H NMR (CDCls): 2.4 (s, 3H,
CH3Ts); 6.54 (d, 1H, CiH or C2H, J =10.2 Hz); 6.59 (d, 1H, C:H or CzH, J = 10.2 Hz); 7.37
(d, 2H, C11H or Cy3H, J = 8.1 Hz); 7.38 (it, 1H, C1oH, J = 7.3 et 1,6 Hz); 7.43 (ddd, 2H, C1sH
and CioH, J = 7.3 and 1.6 Hz); 7.58 (dd, 2H, C17H and C21H, J = 7.3 and 1.6 Hz); 7.87 (s, 1H,
CHNTSs); 8.06 (d, 2H, C1oH and C14H, J = 8.1 Hz). 1*C NMR (CDCls): 21.80; 125.63; 126.56;
127.32; 128.86 (2C); 128.98 (2C); 129.21 (2C); 129.46 (2C); 130.12; 131.38; 131.49; 133.76;
136.79; 137.35; 146.50; 175.92; 182.32. IR (CHCIls): 2987; 1676; 1367; 1148 cm™. MS (EI):
m/z 377 (M*, 85%); 378.0811 (100); 379.0861 (65); 380.0946 (95); 381.0946 (25).
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5-benzyl-3-phenyl-1-tosylpyrrolo[2,3-flindole-4,8(1H,5H)-dione (106)

12

A suspension of quinone 103a (1 g, 2.08 mmol), acetaldehyde diethylacetal (12.3 g, 103.72
mmol) and Mn(OAc)s (8.08 g, 20.12 mmol) in dry acetonitrile (360 mL) was refluxed for 48 h.
After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the crude product was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a yellow
solid (0.83 g, 79 %). mp 179°C. *H NMR (CDCls): 2.46 (s, 3H, CH3Ts); 5.58 (s, 2H, CsH);
6.57 (d, 1H, C1H, J = 1.6 Hz); 6.76 (d, 1H, CoH, J = 1.6 Hz); 7.13-7.50 (m,10H); 7.60 (d, 2H,
Cis et Cio, J = 1.8 Hz); 7.79 (s, 1H, CoH); 8.09 (d, 2H, C1oH and Cis, J = 8.4 Hz). 13C NMR
(CDCls): 21.82; 51.86; 108.19; 126.60; 127.56 (2C); 127.61; 128.07 (2C); 128.12 (2C); 128.16
(2C); 128.84 (2C); 129.07 (2C); 129.26 (2C); 129.26 (2C); 129.58; 129.64 (2C); 131.70;
134.30; 136.33; 145.89; 171.88; 174.66. IR (CHClI3) 1657 cm™. MS (El): m/z 506 (M*, 85%);
507.1357 (100); 508.1400 (33); 535.1678 (17)

.1-benzyl-5-phenylpyrrolo[3,2-flindole-4,8(1H,7H)-dione (107)

Ca3H16N20,
352

A solution of compound 106 (300 mg, 593 mmol) in a mixture dioxane/IN NaOH (30 mL.: 30
mL) was stirred at RT overnight. Water (30 mL) was added and the solution was extracted with
CH2Cl> (3x60 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated
under vacuum to give quantitatively the expected compound as an orange solid (208 mg). *H
RMN (CDCls): 5.69 (s, 2H, C3H); 6.64 (d, 1H, C:H, J = 2.8 Hz); 6.78 (d, 1H, CoH, J = 2.8 Hz);
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7.03 (d, 1H, CoH, J = 2.8 Hz); 7.2-7.5 (m, 8H); 7.69 (d, 2H, C10H et C14H); 9.61 (s, 1H, NH).23C
NMR (CDCls): 51.93; 107.35; 122.35; 122.92; 126.60; 127.59 (2C); 127.63 (2C); 127.98 (2C);
128.11 (2C); 128.83 (4C); 129.19; 129.75; 130.05; 134.38; 171.88; 174.66. IR (CHCls) 3213,
1636, 1602 cm™. MS (EI): m/z 352 (M*, 85%); 353.1285 (100); 354.1315 (27); 381.1612 (20).

tert-butyl-(2-(5-benzyl-4,8-dioxo-1-tosyl-1,4,5,8-tetrahydropyrrolo[2,3-f]lindol-3-
ylethyl)carbamate (108a)

14

A suspension of quinone 58a (140 mg, 0.25 mmol), acetaldehyde diethylacetal 95a (1.52 g,
12.91 mmol) and Mn(OAc)s (1.6 g, 3.67 mmol) in dry acetonitrile (43 mL) was refluxed for 48
h. After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a yellow
solid (110 mg, 76 %), mp 105°C . *H NMR (CDCls): 1.43 (s, 9H, (CH3)3); 2.43 (s, 3H, CH3
Ts); 3.01 (t, 2H, C1oH, J = 6.4 Hz); 3.44 (q, 2H, C11H, J = 6.1 Hz); 4.77 (br s, 1H, NH); 5.56 (s,
2H, C3H); 6.55 (d, 1H, C:H, J = 2.8 Hz); 6.78 (d, 1H, CoH, J = 2.8 Hz); 7.20 (d, 1H, J = 6.7
Hz); 7.29-7.36 (m, 6H); 7.59 (s, 1H, CoH); 8.03 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz).13C NMR (CDCls)
21.75, 26.05, 28.39 (3C), 40.32, 51.95, 108.36, 123.03, 127.43 (2C), 127.59, 128.03, 128.11,
128.88 (2C), 128.93 (2C) 129.17, 129.24, 129.58 (2C), 129.62, 131.72, 134.37, 136.30, 143.50,
145.72, 156.00, 171.56, 175.72. IR (CHCls3): 3183, 1656, 1599 cm™. HRMS (DCI-CH4, MH")
calcd for C31H32N306S 574,2012 found 574.2025.
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tert-butyl-(2-(7-benzyl-4,8-dioxo-1-tosyl-1,4,7,8-tetrahydropyrrolo[3,2-flindol-3-
yl)ethyl)carbamate (108b)

A suspension of quinone 58b (70 mg, 0.125 mmol), acetaldehyde diethylacetal 95a (760 mg,
6.46 mmol) and Mn(OAc)s (800 mg, 1.84 mmol) in dry acetonitrile (22 mL) was refluxed for
48 h. After filtration over celite, the solvent was removed under vacuum and the residue was
purified by flash-chromatography (PE/EtOAc 8: 2) to give the expected compound as a yellow
solid (40 mg, 56 %), mp 115 °C. *H NMR (CDCls): 1.43 (s, 9H, (CHa)s3); 2.45 (s, 3H, CH3 Ts);
3.01 (t, 2H, C1oH, J = 6.7 Hz); 3.44 (q, 2H, Cu1H, J= 6.2 Hz); 4.78 (br s, 1H, NH); 5.54 (s, 2H,
C3H); 5.56 (s, 2H, C3H); 6.57 (d, 1H, C1H, J = 2.8 Hz); 6.79 (d, 1H, C2H, J = 2.8 Hz); 7.18 (m,
2H, Ts); 7.28-7.32 (m, 6H); 7.60 (s, 1H, CoH); 8.00 (d, 2H, Ts, J = 8.4 Hz).33C NMR (CDCls)
21.76, 26.00, 28.36 (3C), 40.48, 52.10, 107.65, 123.02, 127.43, 127.79 (2C), 127.88,
127.98(2C), 128.10, 128.70 (2C), 129.00, 129.30, 129.38, 129.42 (2C), 131.63, 134.28, 136.39,
145.58, 142.71, 155.99, 171.17, 180.22. IR(CHClIs3): 3195, 1654, 1602 cm™. HRMS (DCI-CHya,
MH™) calcd for C31H32N306S 574,2012 found 574.2000.

Determination of IDO1 and TDO activities

The assay was performed in 96-well flat bottom plates seeded with 2 105 cells in a final volume
of 200 pL. To determine TDO or IDO activity, the cells were incubated overnight at 37 °C in
IMDM supplemented with 2% FBS (Invitrogen). The plates were then centrifuged 10 min at
300 g, and 150 pL of the supernatant were collected. The supernatant was analyzed by HPLC
to measure the concentration of residual tryptophan and produced kynurenine, based on the
retention time and the UV absorption (280 nm for tryptophan, 360 nm for kynurenine). For the
HPLC analysis, 55 pL of supernatant were mixed with 55 pL of 6% (wt/vol) trichloroacetic
acid to precipitate the proteins. After centrifugation, the supernatant (100 uL) was collected and

injected onto an Onyx Monolithic C18 column (Phenomenex). Tryptophan degradation and
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kynurenine production were expressed as a percentage of the values obtained in the absence of
inhibitor. A dose/response assay was then performed at four concentrations (3.12, 6.25, 12.5
and 25 pM. For each compound, the cell viability, expressed in percentage, was evaluated at

the end of the incubation period.
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Synthése totale de Vlalcaloide marin : Wakayine et étude d'analogues a activité
immunothérapeutique potentielle

Les alcaloides marins Wakayine et Tsitsikammamine appartiennent a la famille des 1,3,4,5-
tétrahydropyrrolo[4,3,2-de] quinolines. Récemment, certains analogues de ces molécules ont été
décrits comme inhibant I'indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO1), une enzyme impliquée dans la capacité
gu’ont certaines tumeurs a supprimer une grande partie de la réponse immunitaire potentielle. Ainsi,
I'IDO1, de méme que la tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO), qui est une enzyme apparentée
catalysant la méme réaction, sont des cibles thérapeutiques potentielles dans la lutte contre le cancer.
L'étude réalisée pour mettre au point une synthese totale de la wakayine est décrite. Les différentes
stratégies envisagées sont basées sur la construction d’'un motif bis-pyrroloquinone : la premiére fait
intervenir une réaction d’addition de Michael entre une 3-éthylamine-indoledione diversement
protégée et une B-hydroxyamine, la deuxié€me qui constitue une voie originale pour aboutir au motif
bispyrroloquinone met en jeu une indoledione et la methyltryptamine et la troisi€me consiste en la
condensation d’'un acétal sur une 6-benzyl-3-substituée-indoledione. Sur la base d’une étude
structurale compléte d’'IDO1 et d’une étude de docking, des inhibiteurs potentiels ont été préparés.
Leur capacité ainhiber IDO1 et TDO a été évaluée avec un test cellulaire. Certains composés présentent
des activités intéressantes.

Mots Clef : alcaloides marins, pyrroloiminoquinones, wakayine, tsitsikammamine, indoleamine 2,3-
dioxygénase (IDO1), tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO), agents immunothérapeutiques.

Total synthesis of the marine alkaloid: Wakayin and study of analogues with potential
immunotherapeutic activity

The marine alkaloids Wakayin and Tsitsikammamine belong to the 1,3,4,5-tetrahydropyrrolo [4,3,2-
de] quinoline family. Recently, some analogues of these molecules have been described as inhibiting
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO1), an enzyme involved in the ability of some tumors to suppress
most of immune response. Thus, IDO1, along with tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO), a related
enzyme catalyzing the same reaction, are potential therapeutic targets in the fight against cancer. The
study carried out to develop a total synthesis of wakayin is described. The various strategies considered
are based on the construction of a bis-pyrroloquinone unit: the first involves a Michael addition
reaction between a 3-ethylamine-indoledione variously protected and a 3-hydroxyamine, the second
which constitutes an original route to end up with the bispyrroloquinone unit involves an indoledione
and methyltryptamine and the third consists of the condensation of an acetal on a 6-benzyl-3-
substituted-indoledione. Based on a comprehensive structural study of IDO1 and a docking study,
potential inhibitors have been prepared. Their ability to inhibit IDO1 and TDO was evaluated in a
cellular test. Certain compounds exhibit interesting activities.

Keywords: marine alkaloids, pyrroloiminoquinones, wakayin, tsitsikammamine, indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO1), tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO), immunotherapeutic agents
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