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Avant-propos

Avant-propos

Le virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH) est I’agent infectieux responsable du
syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) et ses cibles cellulaires principales sont
les lymphocytes T CD4+ dans le sang et les macrophages dans les tissus.

L’une des complications majeures survenant au cours du SIDA, la susceptibilité aux
infections opportunistes mise a part, est I’atteinte du systeme nerveux central (SNC). Au
moins 50 % des individus infectés par le VIH développent des dysfonctionnements
neurologiques, et 10 a4 30 % de ces patients présentent des troubles cérébraux plus
importants dont la forme la plus grave est I’encéphalopathie 4 VIH ou démence associée au
SIDA. .‘

[.infection i)ar le VIH s’accompagne d’un syndrome inflammatoire chronique et les

atteintes neurologiques sont en partie la conséquence de cette inflammation. Fn effet. au

sein du SNC, les cellules de la lignée macrophagique infectées ‘par le virus sécrétent des
agents pro-inflammatoires tels que le «facteur nécrosant des tumeurs alpha» (TNF-a) et le
«facteur d’activation des plaquettesy (PAF) connu comme 1’un des plus puissant médiateur

de l'allergie et de l'inflammation et tous deux, PAF et TNF-q, sont neurotoxiques.

La majorité des anti-rétroviraux connus a ce jour permettent de dimimier
efficacement la charge virale dans le sang, cependant ils ne traversent que trés peu la
barriere hémato-encéphalique (BHE). IIs sont donc incapables d'atteindre les réservoirs de
Virus que constituent les tissus cérébraux, si bien qu’aprés une période de répit aprés
cessation des traitements, ’organisme se trouve de nouveau envahi par le virus qui s’est

multiplié dans le cerveau.

Dans les années 90, une collaboration entre le Laboratoire de Pharmacochimie
Moléculaire de I’Université Paris 7 — Denis Diderot, spécialiste du PAF, de ses antagonistes
et de son récepteur, et le service de Neurovirologie du Commissariat a I’Energie Atomique
(CEA) a permis de mettre en évidence . activité anti-VIH-1/Ba-L, sur
monocytes/macrophages infectés, de certains antagonistes du PAF, de nature pipérazinique
et c’est le double objectif d’améliorer I’efficacité et de comprendre le mécanisme d'action

de ces composés qui constitué la motivation de cette thése.
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Chapitre 1

I-SYNDROME IMMUNODEFICITAIRE ACQUIS / VIRUS DE
L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE (SIDA / VIH)

1. Introduction

En 1981 Gottlieb (1) décrit I’apparition de pneumonies a pneumocystis carinii
associées a un trés faible taux de lymphocytes T CD4+. En 1983, le VIH-1 est isolé et
reconnu comme l’agent étiologique du SIDA par Luc Montagnier et son équipe a
I’Institut Pasteur de Paris (2). En 1986, le VIH-2 est découvert (3).

Le SIDA est une maladie caractérisée par une insuffisance fonctionnelle du
systétme immunitaire de ’organisme consécutif a l'infeétion par le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH). La perte des fonctions immunitaires finit par
entrainer I’apparition d’un syndrome clinique et provoque la mort par des infections
opportunistes (pneumonies, méningites, etc ....) et des cancers. L’entrée du VIH dans
le systeme nerveux central (SNC) améne une démence associée au SIDA, qui se

caractérise par des dysfonctionnements cognitif et moteur (4). -

2. Le Virus de ’Immunodéficience Humaine (VIH)

Le VIH appartient & la famille des rétrovirus, découverte a la fin des années
1970. 11 se caractérise par la possibilité paradoxale, de transcrire sa molécule d’ARN
(génome du virus) en une molécule d’ADN viral dans la cellule infectée grice a une
enzyme (la transcriptase inverse). Ceci est a l'encontre de 1’ensemble des autres
cellules vivantes qui ne peuvent transmettre leur code génétique qu’en le transcrivant
dans le sens ADN vers ARN. Deux autres caractéristiques du VIH permettent
d’expliquer la défaillance de la réponse immunitaire de 1’hote infecté. D’une part, la
latence: I’ADN, viral constitué s’intégre ensuite par chacune de ses deux extrémités
(LTR) dans le chromosome de la cellule infectée. Ce provirus se comporte alors
comme un -dés genes de la cellule. 11 peut rester silencieux: il est alors transmis aux
cellules descendantes a chaque mitose, et les génes du VIH temporairement endormis,
lui conférent une invisibilité antigénique. La mesure de la charge virale a pu cependant
montrer qu’un degré variable de multiplication existait déja au cours de cette période

et, donc qu'il s’agit plus d’une latence clinique que biologique. L’information
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Chapitre I

génétique est transmise sous forme d'ARN messager, puis traduite en protéines virales.
D’autre part, la variabilité génétique: elle dépend d’un patient a un autre, et méme chez
un méme patient, a des époques différentes. Elle concerne certains genes: env, nef, tat
et rev. Les figures 1 et 2, représentent respectivement la structure de la particule
virale, et I’organisation génomique du VIH. Le tableau 1 donne la fonction des

protéines constitutives du VIH.

. Deux brins

- Complexedela
transcriptase - {8
inverse - NN

Protéines = o
cellu!airesvj,: .

Membrane  / @R TEERRNT
* phospholipidique / W WP W p24 Nucléocapside -

P17

Figure 1: Structure schématique de la particule virale du VIH
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Chapitre I

Proteines d’enveloppe

Protéines de Ia ng_eul': intervenant
nucléoccapside uns linfechosite

Rdle dans le
bourgeonnement ) ?

v

vpu
i gag ] w ]| ] env
| pol | v tat
— rev
Faible activateur de
Sites de fixation pour les la transcription Régulateur de I'expression
facteurs de transcription cellulaire . des génes de structure
Transactivateur
Trancriptase inverse, de a transcription
Proteéase,
Intégrase, Ribonucléase H
Figure 2: Qrgarisation génomique du VIH
Tableau I: Fonction des protéines constitutives du VIH
GENES PRUEZINES Protéines FONCTION
maturées
Genes de Structure
Gag pr 55 %% p25 Protéine majeure de la nucléocapside
p18 Protéine matrice nécessaire a ’intégrité
de la particule virale
pl3 Encapsidation de I’ARN viral
Gag-Pol  pr 160 &P TI p55 et p66 | Transcription inverse et digestion du
brin de I’ADN viral

IN p34 (2pl1) |Intégration du double brin d’ADN au
sein du génome cellulaire

PR 2p12 Maturation post-traductionnelle des
précurseurs protéiques

Env  Glycoproteine d’enveloppe gpl20 Interaction avec le récepteur CD4
Glycoprotéine gpal Protéine initiatrice de la fusion entre le
Transmembranaire viron et la cellule cible

Genes de réguiation essentiels :

Tat Tat pl4 ‘Transactivation

Rev Rev p19 Translocation nucléaire des ADN viraux

Net Nef p26 Controversée

Genes de régulation non essentiels

Vif Vif SRR p23 Accroit I’infectivité des virions

' (mécanisme a préciser)

Vpu Vpu (VIH-1) pl5 Favorise le relargage des virions

Vpx Vpx (VIH-2, VIS) pls Favorise I’infectivité des virions

Vpr Vpr pl8 Favorise la réplication virale

5
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Chapitre 1

3. Les cellules cibles du VIH ,
Les cellules cibles du VIH sont principalement le lymphocyte T CD4+ et les
macrophages / monocytes (5, 6). D’autres cellules sont infectables, en particulier les

cellules dendritiques au sein du systéme nerveux central (SNC).

4. Le cycle de réplication du VIH |

Le cycle biologique de réplication du VIH comprend plusieurs étapes précoces
et tardives (Figure 3). Les €tapes précoces sont la reconnaissance spécifique du
récepteur cellulaire CD4+, I’entrée du virus dans la cellule par fusion avec la
membrane plasmatique conduisant a la libération de la capside rétrovirale dans le
Cytoplasme, la rétrotranscription de 1’acide ribonucléique (ARN) viral en acide
désoxyribonucléique (ADN) double brin, la translocation nucléaire de cet ADN
proviral, et son intégration au sein du génome cellulaire. Les étapes tardives
représentent la synthése des protéines virales, ’encapsidation et la dimérisation de

I’ARN viral, et enfin le bourgeonnement de 1a particule virale (7-8).

Etapes précoces: ’infection par le VIH nécessite, tout au moins pour les lymphocytes
T CD4+ et les macrophages, des interactions de haute affinité entre la glycoprotéine gp
120 du virus et le récepteur cellulaire CD4. Cette liaison induit un changement
conformationnel qui expose une région particuliére de la gp 120, l1a boucle V3, Trés
probablement aprés le clivage de la boucle V3 par des protéases cellulaires, la
membrane plasmatique fusionne avec P’enveloppe virale permettant ainsi l’entrée de la
nucléocapside dans le cytoplasme. La rétrotranscription débute probablement a
Pintérieur de la capside virale et s'achéve dans la cellule héte. Elle fait intervenir Ia
transcriptase inverse (TI), une ADN polymérase ARN-dépendante qui synthétise un
brin ’ADN négatif, complémentaire de I’ARN viral. Pendant 1’élongation du premier
brin d’ADN et la formation d’un hybride ADN:ARN, I’ARN est digéré grice a
Pactivité RNase H de la TI. La synthése du brin d’ADN positif aboutit  Ia synthése
d’un ADN double brin (ADN db) dont chacune des deux extrémités porte un LTR (9).
Cet ADN db peut étre sous forme linéaire ou circulaire, mais seule cette derniére est

capable de s’intégrer au sein du génome cellulaire. Au cours de cette synthése, la TI
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peut commettre de nombreuses erreurs, ce qui semble la cause majeure de la variabilité
génétique des lentivirus, et conduire dans de nombreux cas a la formation de provirus
défectifs (10). L’intégration du provirus au sein du génome cellulaire s’effectue apreés
migration de I’ADN viral sous la forme d’un complexe nucléoprotéique. De ce fait, a
aucun moment, le génome viral n’est-exposé aux nucléases cellulalres L’ 1ntegrat10n se
traduit par une réaction concertée de clivage et de ligation régie par l’mtegrase Les
étapes ultérieures du cycle biologique suivent les voies cellulaires classiques et sont
donc dépendantes du niveau d’activation cellulaire. La transcription de I’ADN viral est
sous le contréle de I’ADN polymérase 11 cellulaire. Elle débute au niveau de la région

R du LTR située a ’extémité 5’ du génome et se termine au niveau de la méme région

du LTR de I’extrémité 3’ qui possede le site de polyadénylation.

Etapes tardives: les ARN messagers ainsi synthétisés suivent deux voies différentes:
1) des épissages multiples permettent de synthétiser des précurseurs protelques 2)
aucun épissage ne se fait et ces ARN sont incorporés dans les particules virales a naitre
comme support de I’information génétique. Les ARN épissés sont traduits grice a la
machinerie traductionnelle de la cellule hote. Les polyprotéiques ainsi synthétisés sont
myristilés, glycosylés et clivés par une protéase virale ou cellulaire. L’ assemblage de
toutes les protéines de structure débute prés de la membrane cellulaire. Les deux

copies d’ARN viral et toutes les protéines virales s’accumulent a la surface interne de
la membrane cellulaire au niveau du site de bourgeonnement. Les particules virales

quittent la cellule par bourgeonnement et poursuivent leur maturation avant d’infecter

une autre cellule.
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Chapitre I

Figure 3: Le cycle biologique du VIH

5. Stratégies Thérapeutiques

Pour mettre au point des médicaments antiviraux contre le VIH, les chercheurs
ont ciblé le cycle de réplication du VIH. Toutes les étapes de réplication du cycle du
VIH sont des cibles thérapeutiques potentielles. Cependant ce sont la transcriptase

inverse (TI) et la protéase virale, qui sont les plus visées (11-16).
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5. 1. Inhibiteurs de transcriptase inverse

Ces produits inhibent la transcriptasc inverse, enzyme nécessaire a la
conversion de ’ARN du génome viral en ADN. On distingue deux types de structures:
S. 1. 1. Inhibiteurs nucléosidiques

Ce sont des dérivés nucléosidiques qui agissent en stoppant 1’élongation de la
chaine d’ADN viral par un mécanisme de compétition vis-a-vis des nucléoside-5’-
triphosphates endogénes. La premiére molécules anti-SIDA découverte en 1984 (17)
est l'azidothymidine (AZT; 3’-azido-3’-déoxythymidine). Depuis 1987, d’autres
analogues ont été découverts tels que: la didanosine (ddi; 2°,3’-didéoxyinosine), la
zalcitabine (ddc; 2°,3’-didéoxycytidine)....etc. Les structures de quelques inhibiteurs

nucléosidiques sont représentées a la figure 4.

o) o) NH, NH,
N Ny e Hib["‘} @ 7 N
o o)\ HO_\E
HO— o o Ho—k_oj 0 0
-+
N=N=N
Zidovudine Didanosine Zalcitabine Lamivudine
AZT Ddi Ddc 3TC

Figure 4: Inhibiteurs de transcriptase inverse nucléosidiques

S. 1. 2. Inhibiteurs ‘noAn nucléosidiques

Le premier composé non nucléosidique décrits ayant une activité inhibitrice de
la transcriptase inverse est la névirapine (dipyridodiazépinone), puis vint un dérivé
pipérazinique, la delavirdine, et des tétrahydro-imidazobenzodiazépinones (TIBO).
Des études tridimensionnelles basées sur I’analyse de la diffraction aux rayons X des
cristaux de transcriptase inverse complexée a la névirapine montrent que ce composeé
agit directement sur I’enzyme en se fixant au niveau d’une poche hydrophobe trés
proche du site actif, bloquant ainsi son activité. Les structures de quelques inhibiteurs

non nucléosidiques sont représentées i la figure 5.
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socr O X
HN HN HN N/\\.,,CH3
solvio
WL

0 R Chy

Delavirdine ~ Composés TIBO

R=H R82150

R=Cl RS82913

Figure S: Inhibiteurs de transcriptase inverse non nucléosidiques

S. 2. Inhibiteurs de Ia protéase

Ces substances agissent sur des phases plus tardives du cycle biologique du

VIH, en inhibant la protéase virale, qui intervient dans la maturation des protéines et

I’assemblage du virion. Cette inhibition se fait par liaison au site actif de la protéase.

Exemples: saquinavir et indinavir. Les structures de quelques inhibiteurs de la protéase

sont représentées a la figure 6.

HoN

Saquinavir

Indinavir

Figure 6: Inhibiteurs de la protease

N (T

10

W |




Chapitre 1

5. 3. Autres antirétroviraux agissant au cours des étapes de réplication du cycle
du VIH |

Plusieurs molécules sont en cours d’évaluation in vitro. Seules sont décrites

celles qui sont entrées en phase d’essai clinique ou qui constituent un péle important

de la recherche d’antirétrovirales (11,12a). On peut cité notamment:

1-

Les molécules polymériques sulfatées comme le sulfate de dextrane (figure 7), et
le polysulfate de pentosane, inhibent in vitro la réplication du VIH en empéchant
’adsorption du virus a la surface cellulaire. Bien que leur toxicité sur la cellule-
hote soit faible, leur utilisation in vivo se heurte aux propriétés anticoagulantes de
certaines d’entre elles, et a leur faible durée de vie plasmatique.

Les inhibiteurs, visant l'activité de la RNase H de la TI et qui interviennent lors de
la dégradation de I’ARN en hybride ADN.

Les inhibiteurs de tat et rev (génes régulateurs du virus). Par exemple, la
benzodiazépine (Ro 5-3335, figure 7), bloque spéciﬁquemént la transactivation du

génome du VIH par la protéine Tat. En culture cellulaire, elle inhibe aussi bien la

- réplication virale, dans un cycle lytique, que la production de particules dans des

cellules chroniquement infectées.

Les inhibiteurs de l'intégrase, la seule enzyme virale dont aucun inhibiteur n'est-

actuellement mis sur le marché. Néanmoins le 5CITEP, 1-(5-chloroindol-3-yl)-3-

hydroxy-3-(2H-tetrazol-5-yl)-propenone est encore a I’étape expérimentale (12b).

- - CHa

: o)
C HN
Q 2N
0SSOy c ci ‘ -
0580 T NH
OSOy
i > ;
. Sulfate de dextrane Ro 5 - 3335 S5CITEP

Figure 7: Structure d’autres antirétroviraux
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6. Les thérapies actuelles anti-SIDA
D’hn}ibrtants progres ont été réalisés depuis peu a la fois dans la compréhension
de la physiopathologie de I'infection par le VIH et dans son traitement. Les molécules
anti-SIDA actuellement disponibles se divisent en 2 classes:
1. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse:
L. 1. Inhibiteurs nucléosidiques tels que la Zidovudine (AZT), la Didanosine
(ddl), la Zalcitabine (ddC), la Lamivudine (3TC), la Stavudine (d4T) et
I’ Abacavir (1592U89).
2. 2. Inhibiteurs non nucléosidiques tels que la Nevirapiné, la Delavirdine et
I’Efavirenz.
2. Les inhibiteurs de 15 protéase tels que le Saquinavir, le Ritonavir, I’Indinavir, le
Nelfinavir et I’ Amprenavir (VX-478).
Les structures, les noms et les références bibliographiques de tous ces

médicaments sont résumés en annexe.

L’efficacité d’un médicament anti-SIDA est déterminée par I’évaluation de la
charge virale dans le sang et du nombre de cellules CD4+ circulantes. Sur ces 2
critéres, les antiviraux actuels sont.efﬁcaces partois seuls, mais plus souvent en
combinaison: la trithérapie (2 inhibiteurs de transcriptase inverse et un inhibiteur de

protéase) ou encore la quadrithérapie, association de 4 médicaments.

7. Limites des traitements actuels

1. Tous les antirétroviraux connus a ce Jour entrainent la sélection de mutants
résistants qui peuvent étre mis en evidence sous la pression de sélection en
cultures (11,18).

2. Aucune de ces molécules n’est exempte d’effets secondaires (nausées,
vomissements, anémie. .. .. .. ).

3. La majorité des drogues ne traversent que peu la barriére hémato-encéphalique
(BHE), donc sont incapables d’atteindre efficacement le cerveau (19). Or les

macrophages du cerveau sont des réservoirs de virus, et peuvent donc alimenter

I’organisme de nouveau virus.

12
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8. Conclusion

Les polythérapies antirétrovirales assurent une diminution nette de la charge
virale plasmathue ¢t une remontée du nombre de lymphocytes T CD4+ circulants chez
50 a 60% des patients. Toutefois, le virus n'est pas éliminé de l'organisme, méme si
aucune trace de réplication virale ne persiste dans le compartiment sanguin. A ['heure
actuelle, il semble donc que ces traitements ne permettent pas une éradication du virus.
Enfin, les fonctions immunitaires -des patients traités ne sont restaurées que
partiellement. II est donc important de développer des thérapeutiques adjuvantes aux

traitements antirétroviraux, ayant pour but d'améliorer les fonctions immunitaires,

13
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lI-LE FACTEUR D’ACTIVATION DES PLAQUETTES (PAF)

1, Introduction

Le facteur d’activation des plaquettes (Platelet-Activating Facteur, PAF) est un
phospholipide éther dérivé des phospholipides membranaires découvert en 1972 par
Benveniste (20), dont la structure 1-O-alkyl-2-(R)-acétyl-glycéro-3-phosphorylcholine
a ét¢ déterminée par hémi-synthése par Demopoulos (21) et Benveniste (22). Sa

synthese totale a été réalisée par Godfroid (23) et Heymans (24,25).

9H20(CH2)nCH3 n=150u 17

Crefo—gn @
O CHOPO(CH),N(CHa);
o

Structure du PAF

Le PAF naturel est un mélange variable suivant son origine cellulaire de chaines
majoritairement 4 16 et 18 carbones, dont les propriétés biologiques sont identiques. 11
existe sous forme & 18 carbones (80%) et a 16 carbones dans les cellules humaines et
le plasma.

Le PAF est présenté a Dorigine comme un facteur soluble sécrété par les
basophiles de lapin préalablement sensibilisé aux immunoglobulines E (IgE) (20), et
capable d’induire l’agfégation des plaquettes sanguines.

Le PAF est reconnu comme I’un des plus puissants médiateurs de
Pinflammation, et est impliqué dans un grand nombre de processus
physiopathclogiques, tels que I’asthme, Iallergie, les désordres vasculaires cardiaques
et cérébraux et le rejet de greffe. La bibliographie compléte concernant ses effets

biologiques est présentée dans les ouvrages généraux (26-28). .

14
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2. Le récepteur biologique du PAF
L’interaction du PAF avec son récepteur spécifique semble une étape clef dans
I’expression de ces fonctions biologiques. L’existence de sites spécifiques du PAF a
été confirmée sur les plaquettes, les leucocytes et des tissus d’origines diverses
(cerveau, poumon, etc. ... ... ) chez ’homme, et dans diverses espéces animales (29-31).
L’existence d’un site récepteur 4 haute affinité pour le PAF dans la membrane
cellulaire est confirmée par:
o la trés faible concentration nécessaire pour une activité significative (<0,1 nM);
* la désensibilisation subséquente a I’action du médiateur;
o D’énantiospécificité de 1’activité sur les plaquettes, le PAF (synthétique) dans sa
conformation naturelle (R) étant 1000 fois plus actif que I’énantiomeére (S) (32);
* la fixation (binding) de PAF marqué au tritium (| 'H]| PAF) (33). |

w

. Les antagonistes du PAF
Depuis sa ‘découverte, son identification et son implication dans divers
processus physiopathologiques, une grande variété d’antagonistes spécifiques du PAF,

naturels et synthétiques ont été développés. On cite deux grandes classes:

3. 1. Antagonistes analogues a la structure du PAF

I portent un squelette glycérol de nature phospholipidique ou non. Des
modifications structurales du PAF ont permis de passer d’une activité agoniste a une
activité antagoniste (figure 8) (34-37).

3. 2. Antagonistes de structure différente du PAF

On distingue des composés naturels, comme des dérivés des terpénes,
Ginkgolide (BN52022), extrait des feuilles de Ginkgo biloba, d’origine chinoise (38)
et des hgnanes (Kadsurenone), isolés de plantes chinoises et brésiliennes (39). Des
composés synthétiques, par exemple des néolignanes (L-652-731) (40), le SRI 63 441
(41), des mazoloﬂnenobenzodlazepmgs (WEB) (42) (figure 9), et des composés

dérivés de la pipérazine, qui seront‘développés dans le paragraphe suivant.
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i CHOC 1M
CHOCNHC 1gHy CHO—CH O <
B CHO—CH O ~ CHOPOCHING g
CHAOPOCHCHNG g o
o ONO 6240
CV 3988
Q @
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CHO(CHy)- CHZOF;O(CH»Z-N\}
RO 12 3704 o
SRI 63 072

__Figure 8: Antagonistes analogues a la structure du PAF

Kadsurénone L 652 731
Me
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&
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' WEB 2086

Figure 9: Antagonistes de structure différente du PAF
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4. Antagonistes du PAF dérivés de la pipérazine

Le laboratoire du Professeur Godfroid s’est investi depuis une dizaine d'années
dans P’étude structure-activité (lipophilie, distribution électronique, et modélisation
moléculaire) des molécules agonistes et antagonistes du PAF, ce qui a permis a G.
Dive et J.J. Godfroid la mise au point d’un premier modéle de récepteur biologique du
PAF a "cache-oreilles" bipolaire représenté figure 10 (43-44). Le récepteur du PAF
comporte un volume cylindrique d’un diamétre de 10 4 12 A polarisé, présentant une
poche hydrophobe 2 environ 5 A d’une extrémité polaire. Ce modéle amélioré par la
suite, a conduit au récepteur biologique multipolaire représenté figure 11 (45),
comportant six zones polaires distantes de 10-12 A, 14 A, 6,5-7 A et une poche
hydrophobe & environ 5 A, grace 4 la synthése d'une série d’antagonistes du PAF de
nature pipérazinique (46-48), ce sont des 1,4-di-(3,4,5-uiméthoxybenzoyl)pipérazines
substituées en position 2 (figure 12). Le calcul des potentiels 3-d de ces antagonistes
montre I’existence de deux potentiels €lectrostatiques négatifs localisés 4 180° distants
de 12 A créés par les groupes méthoxy et deux potentiels électrostatiques négatif a 6,5
A générés par les carbonyles des fonctions amides (figure 13). Ces structures se logent
dans le site du récepteur biologique du PAF créant ainsi une compétition avec le PAF,

d’ou un effet antagoniste. Le substituant R permet une meilleure affinité et un

positionnement optimal de la molécule.
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. Zone hydrophobe

Schéma 11: Modéle du récepteur mutipolaire du PAF

OCH;
CHy Q
N OCH,
CH30 W
0 & OCHy
OCH3

Schéma 12: Antagonistes du PAF Schéma 13: Potentiel électrostatique 3-d
dérivés de la pipérazine d'un antagoniste du PAF dérivé de la
pipérazine
19
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LE FACTEUR D'ACTIVATION DES PLAQUETTES (PAF) DANS
L'INFE("TION PAR LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE
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Chapitre 11

Le Facteur d'Activation des Plaquettes (PAF) dans I'infection par le Virus de

I'mmunodéficience Humame (VIH)

1. Introduction

L’infection par le VIH est associée a un syndrome inflammatoire et des
dysfonctionnements neurologiques. Ces événements ﬁssulaires_pathophysiologiques
sont tous deux déclenchés par la coopération productive des macrophages infectés par
le VIH et/ou des macrophages activés, qui sécrétent des taux élevés de cytokine pro-
inflammatoire, le TNF-a, et de PAF (49). Dans le SNC des patients atteints de
démence associée au VIH, le nombre des macrophages qui expriment I’ARNm codant
pour le TNF-a est élevé en comparaison avec celui des patients infectés par le VIH,
mais qui ne présehtent pas de démence. De méme, le taux de PAF est élevé dans le
fluide cérébro-spinal des patients présentant une démence et un systéme immunitaire
altéré (50). Etant donné que I’infection directe des neurones par le VIH est peu
probable et que le TNF-a et le PAF sont tous deux neurotoxiques, il existe un
consensus pour admettre que le dysfonctionnement neuronal et I’apoptose sont
provoqués par ces facteurs solubles libérés par les macrophqgcs ou par les cellules
apparentées dans le SNC, la microglic (51). I.c PAF est probablement ’élément cleéf
de ce phénoméne parce que I’apoptose neuronale due au TNF-o peut étre diminudée
aussi bien par la PAF acétylhydrolase (50), la principale enzyme responsable du
catabolisme du PAF, que par des antagonistes du récepteur du PAF (50). Bloquer les
effets pathologiques du PAF pourrait donc constituer une étape charniére dans le
traitement de la démence et du syndrome inflammatoire associés au SIDA (52). Des
tissus tels que le cerveau sont des sites de réplication du VIH et peuvent servir de
réservoir au virus. Le TNF-o amplifie la production du VIH-1 dans les macrophages
infectés tandis que le PAF parait augmenter la synthése du TNF-o (53-55). Par
conséquent, il est assez digne d’intérét d’intervenir dans la transduction du signal pour
lequel le PAF sert de médiateur afin de voir si cela méne a réduire la réplication du
VIH dans les tissus. L’efficacité toute relative dans les tissus, et en particulier dans le
SNC, des anti-rétroviraux utilisés actuellement chez les patients infectés par le VIH

(56) aurait a gagner a la thérapie adjuvante qu’apportent les antagonistes du PAF.
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Selon Weissman et coll. (57) et Naour et coll. (58), des antagonistes du récepteur du
PAF tels que le RP55778, [(+)3-(3-pyridyl)—1H,3H-pyrrolo-[1,2-c]thiazole-7-
carboxamide] (Rhéne-Poulenc, figurel 4), énantiomére actif (+) du mélange racémique
du RP 48740 (59) et inhibiteur de la syntheése du TNF-a (60), qui ont montré in vitro
des effets anti-VIH sur lignées cellulaires de monocytes infectés par le VIH ou sur des
macrophages dérivés de monocytes (MDM), pourraient constituer des produits
potentiellement utiles dans le traitement de I’infection au VIH.

L’effet inhibiteur relativement puissant du RP55778 (DEs, = 50 uM) sur la
réplication du VIH-1-DAS, un isolat primaire de VIH a tropisme macrophagique,
pourrait autoriser son utilisation comme adjuvant dans le traitement du SIDA (58). De
plus un article récent a montré que le Lexipafant (BB-882, ﬂgure 14), un antagoniste
du PAF, qui réduit la défaillance de I’ organe et supprime certains aspects de la réponse
inflammatoire dans la pancréatite aigué (61) est en phase d’essais cliniques I-II dans le
traitement de la démence due au SIDA (62).

Vers -la fin des années 80, le Laboratoire de Pharmacochimie Moléculaire
spécialisté du PAF, des anti-PAF et du récepteur du PAF a démontré que des dérivés
de la 1,4-di~(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine (figure 14) étaient capables d'inhiber
in vitro les effets du PAF sur I'agrégation plaquettaire, et par conséquent pouvaient
étre utilisés dans les pathologies dans lesquelles ce médiateur lipidique est impliqué
(63). Considérant le role des macrophages dans I’infection par le VIH et les processus
inflammatoires, dans le SNC, nous avons entrepris, en collaboration avec le
Laboratoire de Neurovirologie du CEA, de rechercher les effets anti-VIH éventuels de
plusieurs antagonistes du récepteur du PAF de nature pipérazinique (figure 14) sur des
cultures de MDM infectées par la souche de référence VIH- 1/Ba-L a tropisme

macrophagique.

Les résultats préliminaires obtenus sont présentés dans le paragraphe suivant.
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Antagonistes du PAF dérivés

de la 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine

Figure 14
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2. Résultats préliminaires

Des antagonistes du PAF dérivés de la pipérazine de structure:

CH,O OCH,
o o)

1]
CH50 C-N  N—C OCH,

CH30 R OCH,

ont €té testés sur des macrophages dérivés de monocytes (MDM) infectés par la
souche de référence a tropisme macrophagique HIV-1 / Ba-L. Les résultats
biologiques, regroupés dans le tableau 2 par ordre croissant de lipophilie du
substituant R (fg) calculé selon Rekker et coll. (64), ont permis de faire les

constatations suivantes:

Tableau 2 .
Anti-PAF® Anti-VIH®
N° R f" (Clso, uM) | (% d’inbition)
PMS 601 CH,CH, 0,564 8 : 95
—CH~0—C—N
O CHyCH,
a C(CH3 0,853 0,13 52
—CH;—O—C~N_
& H
b CHC(EHa)s 1,372 1 74
~—CH,—0—C—N,
o)
¢ —CH,—~0—C~C(CHy), 1,526 0,1 25
(0]
d .
CHACH,CH; 1,602 0,37 66
—CH,—0—C-N, |
O CHXCHCH;
CH—CH,CH
—CH0—C-N CH,
o)

* Lipophilie du substituant R, calculée par la méthode de Rekker et coll (64).' * Inhibition de I'agrégation
plaquettaire induite par le PAF sur plasma riche en plaquettes (PRP) de sang de lapins New Zealand. Cly, =
concentration molaire provoquant une inhibition' de 50% de lagrégation maximale, déterminée 3 partir de
courbes "effer-dose".voir chapitre IV, Pourcentage d’inhibition de la réplication du VIH-1 i la dose de 100
MM, évaluée Lar la mesure de Iactivité de la transcriptase inverse dans les surnageants de culture de monocytes /
macrophages infectés par I’isolat VIH-1/Ba-L.
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1) Certains de ces composés, en plus de leur activité anti-PAF, sont dotés d’une

2)

3)

4)

3)

activité anti-VIH considérable. Ainsi, le PMS 601 inhibe 495% la réplication, a
la dose de 100 M.

Il n'y a pas de corrélation entre les deux activités, anti-PAF et anti-VIH. Ainsi,
le meilleur antagoniste du PAF de cette série, l'ester ¢, présente une activité
anti-VIH qui n’est que de 25%.

La fonction carbamate semble un groupement trés favorable pour une double
activité qu'il soit bisubstitué (PMS 601 et composé d (66%)), ou monosubstitué
(composés a et b) qui présentent des activités anti-VIH respectives de 52 et
74%.

La lipophilie du substituant R (fr) apparait moins importante pour l'activité anti-
PAF que dans I'activité anti-VIH. Ainsi les composés a - e dont la lipophilie de
R varie de 1 a 2 unités de logP présentent des activités anti-PAF comparables,
tandis que le composé e, le plus lipophile, est totalement dépourvu d’activité
anti-VIH.

Le PMS 601, composé le plus actif comme anti-VIH de la série, présente la

contribution a la lipophilie de son groupement R la plus faible (0,5 unité de logP).

3. Objectifs

A la lumiére de ces résultats cncourageants, notre travail a consisté 3 synthétiser

des analogues du PMS 601 avec le double objectif d’améliorer Pactivité et d’en

comprendre le mécanisme d’action. Des modifications structurales susceptibles de

faire varier les différents parametres, lipophilie, distribution électronique et/ou effet

stérique ont donc été envisagées. Elles sont développées dans le paragraphe suivant.

CH30 OCH,
~ . O
CH,0 c-N N=& OCHs
, 4 1
CH30 2 OCH,
CHzOﬁN(CHzCHﬂz
I
LS . P
R
PMS 601
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Chapitre 11

1/ Modification du substituant R en position 2 de la pipérazine
Les résultats préliminaires ayant révélé un optimum de lipophilic de 0,5 unité
de logP pour le substituant R, nous avons apporté des modifications sur ce substituant
tout en gardant une lipophilie aux alentours de cette valeur,
a) Modification au niveau de la partie amine de la fonction carbamate:
Nous avons introduit des amines cycliques telles que la pipéridine et la
pyrrolidine et une amine linéaire, la n-butylamine.
b) Modification de I’enchainement des atomes du groupement carbamate:
Afin de vérifier I'nfluence de la position de Poxygéne et de l'azote sur les
activités, nous les avons inversés, ce qui nous a amenés a la synthése du dérivé
dans lequel R = CH,-NH-CO-0-CH(CH;),
c) Modification du groupement fonctionnel carbamate:
- introduction de la fonction amide: R = CH>-NH-CO-C(CH;),
- substitution de I"oxygéne par NH. L.a fonction uréate est soit monosubstituée
sur le 2™ azote (R = CH;-NH-CO-NH-R’) avec R’ linéaire (n-hexyle) ou
- aromatique (2,6-diméthylphényle), soit disubstituée (R = CH,NHCONE?,) La
structure obtenue est analogue au PMS 601 mais de lipophilie inférieure. Ce
la nous a conduits a préparer un autre composé avec R = CH,NHCONPr,, de
lipophilie plus proche de celle du PMS 601.
- modification de R: nous avons testé les intermédiaires réactionnels dont la
lipophilie de R est variable, soit inférieure a celle du PMS 601 tels que nitrile
(R = CN) et alcool (R = CH,OH), soit supérieure: phényle carbonate (R =
- CH,OCOPh). Enfin pour vérifier que P’activité médiocre sur le VIH de Iester
¢ (dans les résultats préliminaires) n’était pas due a sa trop grande lipophilie,
nous avons preparé et testé I’ester isolipophile du PMS 601, le propionate (R
= CH,0OCOE).

2/ Modification des substituants en position 1 et 4 de la pipérazine
Des travaux précédents du laboratoire ayant démontré I’implication du nombre
et de la position des méthoxyles sur 1"activité.-anti-PAF (65), nous avons voulu voir

quel était leur role dans activité anti-VIH. C’est pourquoi nous avons modifié le
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Chapitre I1

nombre et ia position des méthoxyles sur les "cache-oreilles” en préparant des
analogues du PMS 601 sans OMe ou avec sculement 2 OMe, soit en positions 2,4 soit

en positions 3,4 des benzoyles.

3/ Composés soufrés

Le soufre est présent dans beaucoup de composés biologiquement actifs (66) et
peut apporter un plus par rapport & ’oxygéne, soit par sa lipophilie plus importante,
soit par son volume, soit par son caractére électronique différent. Nous avons entrepris
de remplacer un ou plusieurs carbonyles du PMS 601 par leur équivalent
thiocarbonyle, soit au niveau de R (fonction thiocarbamate, R = CH,OCSNE, et R =

CH;OCSNMe,), soit au niveau de la fonction amide ( thioamide en position 1, 4 ,ou

les deux.

Toutes ces molécules ont été testées in vitro pour leur activité anti-PAF et anti-

VIH. La synthése et I'étude biologique sont développés dans les chapitres suivants.

De la discussion des résultats, de nouvelles hypothéses permettent une

ouverture vers des perspectives a exploiter.

Une partie de ce travail a déja fait l'objet de deux publications et de plusieurs

communications (67-74). L'autre partie est en cours de rédaction pour publication.
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Chapitre III: Synthése

I-SYNTIIESE’(;)RGANIQUE

Les anaiogucs structuraux du PMS 601 ont, dans leur majorité, été préparés
selon la stratégie décrite dans le schéma I. Une réaction de cyclisation permet
d'obtenir la 1,4-dibenzylpipérazine substituée en position 2 par un groupement
attracteur (-CO,Et ou ~CN), composés A. La fonction ester (ou nitrile) est alors réduite
en fonction alcool (ou amine), composés B. Ces derniers subissent diverses réactions
selon la nature du substituant R en position 2 désirée, composés C. Elles sont décrites
dans les schémas 1.1 et 1.2. La débenzylation des composés C conduit aux pipérazines
substituées D. Enfin, une réaction d’amidification par le chlorure de 3,4,5-

triméthoxybenzoyle permet d’aboutir aux produits finaux E.

Schéma I: Synthése des 1,4 di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazines substituées

en position 2

/ \ i / \
BzINH NHBzl ,2CH,COH +  BrCH,CHBr-Z » BzZIN NBzl
A 2z
5 Z= CO,Et, CN
) ii
ii /7 \ ; /7 \
— BzaN NBzl ——> BzZN NBzZIl —Y 3 HN  NH
—_—
BY C R D R

Y = CHOH, CH,NH,

CH;0 OCH;,
v e M 9
) — CH;0 C-N N—C OCH;,
| CH,0 ¢ R OCH,

i) Benz¢éne / NE,. ii) LiAlH, / Ether. iii) voir schémas L1 et L2. iv) H, / Pd-C ou 1. Cl,CCH,COCI / DMF, 2.
Zn / CH;CO.H. v) 3,4,5-(CH;0)3;CsH,COCI / NEt; / CH,CL,.
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Chapitre ITI: Synthése

A/ Procédé général
1. Cyclisation
Synthése des 1,4-dibenzyl-2-éthoxycarbonylpipérazine 1 et 1,4-dibenzyl-2-

cyanopipérazine 2

BZINHCH,CH NHBZI, 2CH;COH 1/ NEt, / Benzéne NaHCOj4 //\
+ » BzIN NBzl ,2HC| —— 3 BzIN NBzI
BrCH,CHBrZ 2/ HCl gaz / EtOH
a A%
1, Z = CO,Et
2,Z=CN
Bzl = -CH,CgHs

La cyclisaﬁon selon la méthode de Jucker et coll. (75) du diacétate de 1,4-
dibenzyléthylene diamine soit avec le 2,3-dibromopropionate d’éthyle (Z = CO,Et) ou
le 2,3-dibromopropionitrile (Z = C=N) conduit respectivement a 1ester letau nitrile
2. La formation des chlorhydrates permet leur isolement a ’état de solides et leur
purification par recrista]lisation. Dans les deux cas, les rendements sont bons grice au |
caractere attracteur du groupement Z. Des essais réalisés avec Z = CH;OH, alkyle ou
aryle ont mené a la formation de nombreux produits secondaires (76). Leffet
attracteur de Z intervient surtout au niveau de la fermeture du cycle en augmentant la

charge positive partielle du carbone en a qui le porte, ce qui favorise 1’attaque

nucléophile du deuxiéme azote.

Bzi
| Bzl
HNCH,CH,NHBz| :
NCH,CH,NHBz /—=NH
Q — BN, —— BaN |z
GHagh-2 z
1]
"{Br Br L A
C’“ Br Z
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Chapitre HI: Synthése

Un autre essai, la cyclisation de I'éthyléene diamine sur le 2,3-dibromo
propionitrile donne la 2-cyanopipérazine 3 en quantité trop faible, ce qui justifie

Putilisation de la dibenzyléthyléne diamine.

Br K2CO3, CH3CN /~ \
VAN CN ———» HN NH
HN NH; + Br—)_ 17%
3 CN

En RMN 'H, les protons en position 2 (Ha) et 3 (Hb, Hc) de la pipérazine ont
été attribués apreés irradiation de 1’ester 1 a 3,225 ppm, ce qui a conduit aux valeurs

trouvées ci-dessous.

BzIN NBz!

Hc
Hb Ha COEt

8 Ha = 3,23 ppm, dd, J,, = 6 Hz, J,. =3 Hz
§ Hb = 2,67 ppm, dd, Jy, = 11 Hz, Ju = 6 Hz
8 He = 2,51 ppm, dd, Jp. = 11 Hz, J,. = 3 Hz

2. Réduction
Synthése des 1,4-dibenzyl-2-(hydroxyméthyl)pipérazine 4 et 1,4-dibenzyl-2-
(aminométhyl)pipérazine 5

Nous avons utilisé LiAlH, (77,78) aussi bien pour la réduction de I’ester 1 (Z =

CO;Et) en alcool 4 (Y = CH,OH) que pour celle du nitrile 2 (Z = CN) en amine 5 (Y =
CH;NH;, '

LiAIH, / EL,O 7\
BN  Nez /WO N NBzI
0°C
Az By

4,Y = CH,OH
5,Y = CH,NH,
29
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Chapitre I11: Synthése

Nous avons aussi essayé le procédé de Ladenburg (79), pour réduire le nitrile 2
en amine § en utilisant le sodium dans I'éthanol. Le résultat obtenu est pratiquement le

méme.

Na/EtOH

BzIN NBzl - BzIN NBz|

2 N 5 CHNH,

L’alcool 4 et ’amine S ont été caractérisés en IR par la bande O-H visible &
3371cm™ pour 4 et les bandes NH, a 3378 et 3289 cm’ pour § et par la présence en
RMN 'H, des protons échangeables de I’alcool lors de ’addition de D,0 a 3,74 ppm et

de I’amine & 1,34 ppm.

3. Synthése des intermédiaires C i fonction carbamate et thiocarbamate en 2
L'introduction de ces fonctions a été réalisée selon le schéma réactionnel ci-

dessous (schéma 1.1).

Schéma I.1: Synthése des intermédiaires carbamate et thiocarbamate

H .
BzZN . NBzl — » BzN  NBzl ——» BzIN  NBzI
] 4 chon & CH,0COPh CHOCNR R,
e O
. NRR,
- 7\ I NEt),

BzIN NBzi

:(

: 8 N0
n CHzégN(Me)z )

- 10 NH(CH,):CHs

I©

1) PhOCOCI / NEt; / CHLCL.. ii) HNR.. iii) 1. NaH / DMF, 2. CICSN(Mc)..

N
B \v\%“&v
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Chapitre ITI: Synthése

a) Synthése des 1,4-dibenzyl-2-(N,N-dialkyl et N-alkylcarbameyloxyméthyl)
pipérazine

Le passage de la fonction alcool a la fonction carbamate est réalisé
classiquement par condensation d’un isocyanate. Les isocyanates commerciaux sont
utilisés directement (80). Les autres peuvent étre préparés in situ, a partir soit de
l’acide carboxylique correspondant et du diphénylphosphorazide soit du chlorure
d’acide et d'un azide (81).

_RN=C=0

>
/ 1/ RCOCI / NaNy T
R—OH » RO-C—NHR

\ 2/

>
RCOOH / DDPA

Cependant, ces réactions ne permettent pas d’obtenir les carbamates

bisubstitués sur l'azote. C'est pourquoi, nous avons préféré utiliser la méthode de

Takatani (82), qui permet de préparer les carbamates mono ou bisubstitués en passant |

par un intermédiaire isolable, le carbonate 6. Celui-ci est obtenu par action du
chloroformiate de phényle sur ’alcool 4. La substitution a reflux du groupe phénoxyle
labile par différentes amines secondaires telles que la diéthylamine, la pipéridine et la
pyrrolidine ou primaire comme la n-butylamine, conduit respectivement aux
carbainates 7410

En IR, ces composés sont caractérisés par la bande C=0 du carbamate, qui
apparait entre 1695 et 1712 cm™,  une position inférieure 4 celle de la bande C=0 du
carbonate 6, 3 1758 cm™. En RMN Y, les protons CH,O résonent dans 1’intervalle
4,38-4,10 ppm sous fonner’un doublet de doublet, avec des constantes de couplage
Jgem =~)8 Hz, Jyc et Jie =~ 4 et 8 Hz.

1z | | ]
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Chapitre III; Synthése

b) Synthése de la 1,4-dibenzyl-2-(N,N-diméthylthiocarbamoyloxyméthyl)
pipérazine 11
La fonction thiocarbamate de 11 a été obtenue par action de NaH sur 1’alcool 4

suivie du traitement de I’alcoolate correspondant, intermédiaire non isolable, par le

chlorure de diméthylthiocarbamoyle.

Des essais de réaction directe de 1’alcool 4 avec le chlorure de
diméthylthiocarbamoyle en présence soit de triéthylamine soit de pyridine n’ont pas
abouti. On récupére 1’alcool 4 de départ.

NEt; ou pyridine

BzIN  NBzl > »BzIN  NBzl
7 4 ‘cHon CICSNMe), 11 "CH,OCN(Me),

S

L’introduction de cette fonction a aussi été réalisée a un stade plus avancé de la

synthése et sera décrite plus loin.
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Chapitre 1II: Synthése

4.Synthése des intermédiaires C a fonctions uréate, amide et «carbamate inversé»

IIs sont obtenus a partir de I’amine § selon le schéma 1.2.

Schéma L.2: Synthése des intermédiaires uréates, amide et «carbamate inversé»

BzIN

< |tn

BzIN NBzI| BzIN

CHNHCNHR 14

o)
12, R = 2,6(Me),CgHs ii
13, R=CgHy3
/ N\
BzIN
4 15, R
TR S 16, R'

)

NBz!

CH,NH,

)

NBz!

[

NBz|

CHoNHCNR,

= Et
= Pr

o

CHZNH%OPh

iv
/ \
BziN NBzl
CHQNHCI?R"

17, R" = -C(CHy);
18, R" = -OCH(CH,),

i) RN=C=0/Et,0. ii) PhOCOCl/ Pyridine / CH,Cl,. iii) HNR',. iv) CICOR" / toluéne ou CH,Cl,.

a) Synthése des uréates monosubstitués: 1,4-dibenzyl-2-(N-2,6-diméthylphényl

uréidométhyl)pipérazine 12 et 1,4-dibenzyl-2-(N-hexyluréidométhyl)pipérazine

13

Pour la préparation des dérivés de l'urée qui ne portent qu’un seul substituant

(12 et 13), nous avons adapté la méthode de Castro (83) et condensé sur I’amine 5 soit

le 2,6-diméthylphénylisocyanate (12), soit I’hexylisocyanate (13),

b) Synthése des uréates disubstitués: 1,4-dibenzyl-2-(N,N-diéthyluréidométhyl)

pipérazine 15 et 1,4-dibenzyl-2-(N,N-dipropyluréidométhyl) pipérazine 16

La méthode précédente ne permet pas d’obtenir les dérivés de 1'urée

bisubstitués sur le méme azote. Pour préparer les composés 15 et 16, nous avons

encore une fois adapté 1a méthode de Takatani (82).

OV mme cwom
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Chapitre III: Synthése

L’action du chloroformiate de phényle sur I’amine 5 conduit au carbamate 14,
et la substitution du groupe phénoxyle par la diéthylamine ou la dipropylamine conduit

respectivement aux composés 15 et 16.

¢) Synthése de I’amide et du «carbamate inversé»
1,4-dibenzyl-2-(2,2-diméthyl propionamidométhyl)pipérazine 17 et 1,4-dibenzyl-
2-(isopropylexycarbonyl aminométhyl)pipérazine 18

le lfaitcmcnt de I"'amine § par le chlorure de 2,2-diméthylpropionyle conduit a
l'intermédiaire amide 17, et le chloroformate d’isopropyle permet d’aboutir au

«carbamate inversé» 18.

S. Débenzylation
Synthése des dérivés de la pipérazine substitués en position 2
Selon que lintermédiaire dibenzylé C comporte ou non du soufre sur

I’appendice en 2, deux méthodes ont été utilisées.

Cas des composés non soufrés:

La débenzylation par hydrogénolyse catalysée par le charbon palladié selon le
procédé de Jucker (75) est réalisée sous pression d’hydrogéne, a 40°C dans un appareil
de PARR. I.’état d’avancement de la réaction est suivi en vérifiant la pression de H, et
en controlant par chromatographie sur couche mince (CCM), toutes les 3 heures, la
disparition du produit de départ.

A température ambiante ou quand la pression de H, est faible, la réaction est
plus lente. En revanche, sa vitesse augmente en milieu acide. Ceci est dii probablement
a la fragilisation de la liaison (N-Bzl), & cause de la protonation de 1’azote de la
pipérazine. Nous avons adopté ce procédé pour la majorité des composés D qui sont

donc obtenus sous forme de sels.
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Chapitre HI: Synthése

BN ez 2P%C o W WML 2HCIow 2CH,COH
EtOH / HCI
c ou R
R CH3COH D
C R D C R D
1 CO,Et 19 13 | CHNHCONH-CH.; | 28
A CH,OCONE, 20 1S | cH,NHCONEL, 26
8 CH,OCON_ ) 21 16 | CH,NHCONPH, 27
2 CH,0CON") 22 17 | CHNHCOC(CHy), | 28
10 CH,OCONHBU 23 18 | CHNHCOOCH(CHy), | 29
12 24
CH,NHCONH

Cn IR, la bande a 1600 ¢m” (C-C aromatique) caractéristique du groupe
benzylique disparait, pour faire place aux bandes caractéristiques des N1, a 2700 ct
2800 em™. En RMN'H, tous les spectres montrent la disparition du signal
caractén’stiqpe des protons aromatiques aux alentours de 7 ppm et Papparition d’un

signal aux alentours de 10 ppm des protons de la diamine protonée N"H,.

Cas du composé soufré 11:

Synthése de la 2-(N,N-diméthylthiocarbamoyloxyyméthyl)pipérazine 31
La présence du soufre dans le compos¢ 11 désactive le catalyseur. Afin de

pallier cette difficulté, nous avons adopté la méthode de débenzylation de Reinecke
(84).
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Chapitre ITI: Synthése

0 o}
/ N\ Benzéne n/ N\
BzIN  NBzl + 2Cl,CCH,0COCl — = Cl;CCH,OCN  NCOCH,CCl,
. reflux
‘ C NM
14 CH2OCNMe;, 30 Hzog =)
30 Zn/ CHaco& HN  NH, 2 CH,COH
31 CHZOENMe?

L’action du chlorure de 2,2,2-trichloroéthoxycarbonyle substitue les benzyles et
donne l'intermédiaire 30. Ce dernier, traité par de la poudre de zinc dans I’acide
acétique, conduit au composé débenzylé 31 sous forme de sel.

Le composé 30 montre en IR la disparition de la bande C=C aromatique a 1600
cm” au profit de la bande carbonyle 4 1723 cm™. Dans le composé 31, la bande large

NH de la pipérazine apparait a 3345 cm™. En RMN '3C le C=S, et le C=O du composé
30 résonent respectivement a 187,00 et 153,16 ppm.

6. Amidification
Synthése des 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazines substituées en position 2
(composé )E

Ces composés sont obtenus par action du chlorure de 3,4,5-triméthoxybenzoyle
sur les sels des pipérazines substituées en position 2 D, un excés de triéthylamine
permettant de libérer in situ les fonctions amine secondaire de leur sel et de neutraliser
l;acide chlorhydrique dégagé.

Les produits finaux sont purifiés sur colonne de gel de silice, et/ou par
recristallisation. Une difficulté rencontrée lors de la puriﬁcatioh réside dans
I'élimination difficile du chlorure d’acide excédentaire qui ne s’hydrolyse que trés

lentement en acide. Ce probléme est aisément réglé par I’addition de quelques
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Chapitre ITI: Synthése

millilitres d’éthanol avant traitement et extraction. L’ester qui en résulte est beaucoup

plus facile a éliminer.

OCH;,
o)
HN  NH , 2HCIou2CH,CO,H + 2Cl Hy
D R OCH,
,, lNEt;, / CH,Cl,
CH;30 OCHj3
T 9
CH;0 C-N N—C OCH;,
CH:0 E R OCH;
D R E D R E |
3 C==N 33 25 | CHNHCONH-CgHyz | 39
19 CO,Et 32 26 | CH,NHCONEL, 40
20 CH,OCONEt, 34 27 | CH,NHCONPr, 41
21 cHocon ) 35 28 | CHNHCOC(CHy, | 42
22 CH2000N:] 36 29 | CH,NHCOOCH(CHy), | 43
) 23 CH,OCONHBU 37 31 | CH,NHCSNMe, 44
24 38
CWNHCONH%D

Les composés terminaux E sont caractérisés en IR par la présence des bandes

carbonyie, amidg, carbamate, urée, ester, qui sont présentées dans le tableau 3.
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Chapitre III: Synthése

Tableau 3

N° R C=0, | C=0," | N° |_ R C=0," | C=0,
L em’ | om? ‘ em! | em’

32 CO.Et 1635 | 1735 | 39 | cHNHCONH-CgH,, | 1621 | 1631

33 o=N 1660 | * | 40 | crndcone, | 1619 | 1634

34 CH,OCONEt, 1630 1700 41 CH,NHCONPr, 1617 1636

33 CHzocOND 1631 | 1694 42 CH,NHCOC(CHy), | 1618 | 1690

36 CH,0coN"J 1622 | 1694 | 43 | CH,NHCOOCH(CH,), | 1622 | 1717

3 CH;OCONHBu | 1620 | 1717 | 44 CHNHCSNMe, | 1623 |/

38 1624 | 1651

CHzNHCONH—§;>

* C=0;: carbonyle de I’amide en positions 1, 4 de la pipérazine. ® C=0,: (carbonyle de I’amide, ester, carbamate
ou de I'urée du substituant R en position 2 de la pipérazine). * CN (nitrile) a 2224 cm™.

En RMN 'H, les protons OCH; apparaissent sous forme de 1, 2, ou 3 pics trés

intenses, ceux de la pipérazine sous forme de massifs. Les déplacements chimiques

sont repris dans le tableau 4 suivant:

Tableau 4
N¢ | 8 (H aroma, ortho) ppm; | 8 (OCH3) ppm; multi; 184 | & H de la pipérazine; multi;
maulti; 4H TH
32 6,59; ¢ 3,81 et 3,79, 2s (5,40-4,30) et (3,10-2,60), 2m
33 6,57; s 3,81 et 3,79; 2s 5,41; 4,47-4,03 et 3,45-2,28, 3m
34 6,57, s 3,80 et 3,79 2s (5,10-3,90) et (3,30-2,50); 2m
B 35 6,60; s 3,80; sl (5,30-4,00) et (3,60-2,70); 2m
36 6,57; s 3,81; sl (5,30-4,00) et (3,60-2,30); 2m
37 6,58 et 6,57; 2s 3,80 et 3,79 2s (4,60-3,90) et (3,60-2,60); 2m
- 38 6,58 et 6,56, 2s 3,80; 3,79; 3,75 et 3,54; 4s (5,50-4,90) et (3,20-2,60); 2m
39 6,61 et 6,59; 2s 3,81;3,79 et 3,78; 3s (5,10-3,90) et (3,70-2,60); 2m
40 6,61;s 3,82¢et3,79; 2s (4,14) et (3,60-2,60); 2m
h 41 6,60 et 6,58; 2s 3,82 et 3,79; 2s (4,50-3,95) et (3,60-3,30); 2m
r_4_2' 6,60 et 6,59; 2s 3,80; 3,79; 2s (5,10-4,00) et (3,70-2,80); 2m
43 6,60 et 6,58; 2s 3,81; 3,79 et 3,70; 3s (4,60-3,90) et (3,70-2,70); 2m
44 6,58 et 6,59;2s 3,82;3,80 et 3,79; 3s (5,40-3,90); (3,70-3,35)et (3,20-
2,30); 3m
38
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Chapitre ITI: Synthése

Ce tableau montre de plus que le substituant R en position 2 de la pipérazinc n’a
aucune influence sur le déplacement chimique des protons aromatique et des
méthoxyles.

En RMN BC, ce sont les carbones des carbonyles qui sont les plus déblindés et

leurs déplacements chimiques sont indiqués dans le tableau 5.

Tableau §
N° R C=0," | C=0;° [ N° R C=0," | C=0,"
ppm ppm ppm ppm
32 CO,Et 171,13; | 169,08 | 39 CH,NHCONH-CgHis 171,43; | 158,43
170,54 170,84
_3}_ CmN 171 ’ 1 6; * ;4_(_)_ CHzNHCONEtz 171 ,43; 1 57,04
170,32 1 170,95
;ﬁ CH2OCONEt; 170,80, 155,08 ﬂ CHZNHCONPTZ 171,43; 157,43
"1 170,64 170,95
36 170,76 153,26 | 42 171,10; | 178,81
== N ’ > =% 1 CH,NHCOC(CH 21V s
CH,0CON"J | § CHYs | o
37 CH,OCONHBU 170,83 155,65 | 43 | CH,NHCOOCH(CH,), | 170,97; | 156,22
170,67
38 171,24; | 156,84 | 44 | cunHCSNMe, | 17065 *
CHzNHCONH‘Q 170,79

* C=0;: carbonyle de l’aniiae en positions 1, 4 de la pipérazine. ® C=0,: carbonyle de I’amide, ester, carbamate
ou de I’'urée du substituant R en position 2 de la pipérazine. * le carbone du nitrile (CN) apparait 4 116,90 ppm et
celui du thiocarbamate (C=S) 186,88 ppm. _

11 est & noter que le substituant R, en position 2, a pour effet de dissocier les

carbonyles des amides en position 1 et 4 sous forme de deux pics trés proches.

7. Introduction tardive de la fonction thiocarbamate. Préparation des 2-(N,N-
diméthythiocarbamoyloxyméthyl)-1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine 44
et 2-(N,N -diéthylthiocarbamoyloxyméthyl)—l,4-di-(3,4,5-trimé_thoxybenzoyl)
pipérazine 46

L’introduction de la fonction thiocarbamate (R = CH,OCSNR,) a pu étre
réalisée aussi selon le schéma réactionhel ci-dessous. La réduction de 1’ester 32 par

NaBH,, réducteur doux, donne I’alcool correspondant la 2-(hydroxyméthyl)-1,4-di-
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Chapitre TTI: Synthése

(3.,4,5-triméthoxybenzoyl) pipérazine 45. Transformé par NaH en alcoolate, il réagit
avec du chlorure de di(méthyl ou éthyl)thiocarbamoyle pour conduire respectivement

aux composés 44 et 46.

CH;0 OCH, CHy0 OCH;,
: 2 M\ 9 |
CHyO N-—C OCHy——— CHyO N N-C OCH,
32 COEt OCH, CH,O 45 :CHZOH OCH,
[}
CHYO l OCHs
CHy ('?—N‘ ‘N—('ci OCH,
CH,O :crizog,:NRz OCH,
S
48, R = Et
44 R = Me

i) NaBH, / MeOH. ii) 1. NaH / DMF, 2. CICSNR, / DMF.

L'alcool 45 est caractérisé en IR par la bande O-H 4 3370 cm™.

En RMN'H, le proton de l'alcool 45, échangeable avec D,O, apparait dans la
région de 3,90 ppm.

En RMN"C, le carbone de la fonction thiocarbamate est visible a 186,30 et
186,88 ppm dans les composés 46 et 44 respectivement. Celui du CH,OH de 1'alcool

45 est plus tlindé (59,16 ppm) que celui du CH,OC=S des composés 46 et 44 (66,53 et
66,38 ppm).

8. Fonctious ester e¢ carbonate

Synthése des 2-(propanoyloxyméthyl)-1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl) pipérazine
47 et 2-(phénoxycarbonyloxyméthyl)-1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl) pipérazine
48 T

Ces composés ont été obtenus par action du chlorure de propionyle et du

chloroformiate de phényle sur I’alcool 35.
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Chapitre 111: Synthése

CH:0 OCH;, CH30 OCHa
0 0 . 0 o]
i/ \ 0 i i/~ N\ 1
CH30O C-N N-C OCH; — CH;, C-N N-C CH,
CH0 45 CHOH OCHg CH50 14 :cnzo%'R OCH,
47, R = CH,CH;
48, R = 0-C¢Hs

i) Cl COR / NEt; ou pyridine / CH,Cl,.

Comme nous l'avons-'déja constaté auparavant, le substituant R en position 2 de
la pipérazine influe peu sur les déplacements chimiques des protons de la pipérazine et
des substituants en ﬁositions 1 et 4. Nous avons retrouvé pour ces signaux des valeurs
proches dans les composés 47 ‘et 48. Pour caractériser les substituants en position 2 de
la pipérazine, on observe en IR, la bande carbonyle de l'ester 47 a 1746 cm’ et celle du
carbamate 48 & 1768 cm’l. En RMN 'H, les protons du CH,O de Iester 47 sont plus
déblindés que dans le carbonate 48, avec des & de 4,26 et 4,07 ppm respectivement.
Les protons du méthyléne (CH,CO) de 47 résonent 4 2,16 ppm, ceux de CH; a 1 ppm

et les protons aromatiques de 48 a 7,14 ppm.

B/ Modifications en position 1 et/cu 4
Introduction de la fonction thiocarbamide

Dans un premier temps, I’objectif est d’obtenir des pipérazines substituées soit
en position 1 soit en 4. L’azote 4 est plus réactif que I’azote 1, principalement a cause
de la géne stériqﬁe induite par le substituant en position 2. Pour substituer I’azote en 1,

la stratégie adoptée est décrite dans le schéma I1.
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Chapitre ITI: Synthése

Schéma II: Synthése des composés soufrés 55 et 56

CH;0 OCH;,
X / \ 1]
CHZO C—N N—C —OCH;Z
55, X=0,Y=8
56,X=8,Y=0 CHZ0 CH,OCNEt, OCH;
o}

OCH,
/~\ i /\ ii /~\ 9
HN  NH 2HCl—— PhcN  NH —— PhCN  N—C OCH,
20 CHOCNEL, 5 CH,OCNEL, 5 CH,OCNE, OCH,
v © © i ©
CHsO OCH,
? M\ 9
CHO c-N  NH HN  N—C OCH,
{ 52
CH,O 49 CH,OCNEY, *| CH,OCNEt, OCH,
iv o iv o
CH;0 < OCH;,
S ~
I} / \ 1]
CH30 C-N NH HN  N—C OCH;
_<_5_§ 54
CH,O CH,OCNEL,

= CHOCNEt, OCH
o)

1) PhsCCl / NEt; / CHCL. ii). 3,4,5-(CH30);CsH,COCL / NEt; / CH,ClL,. iii). HCl / MeOH. iv) réactif de

Lawesson / THF. v). 3,4,5-(CH;0);CsH,COC1 / NEt; / CH,Cl, (-5°, 0°C).

1. Amidification sélective de la pipérazine substituée en position 2

Synthése des 3-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)

pipérazine 49 et 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)

pipérazine 52

L’amidification directe en position 4 du cycle pipérazinique (composé 49) est

réalisée grice a I’addition lente d’un seul équivalent de chlorure de 3,4,5-

triméthoxybenzoyle a la diamine 20, a basse température.

Pour obtenir ’analogue en position 1 (composé 52), nous nous sommes inspirés

du procédé d'Applegate et coll. (85,86) en trois étapes. La premiére consiste a protéger
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Chapitre I1L: Synthése

’azote en position 4 du cycle pipérazinique, par le groupe trityle encombrant, introduit
par action du chlorotriphénylméthane (composé 50). La deuxiéme étape est
I’amidification qui conduit au composé S51. L’amine en position 4 est enfin

«déprotégéen par traitement dc ce dernier avec I’acide chlohydrique en milieu

alcoolique. , |

En IR, les composés 49 et 52 sont caractérisés par la présence des bandes C=0
du carbamate a 1695 et 1693 cm™ et de 'amide & 1625 et 4 1632 cm™ respectivement.
Les bandes de I'amine apparaissent 4 3260 cm™ pour le composé 49 et 3330 cm™ pour
le composé 52. En RMN'H, les protons du CH,O de 52 sont plus déblindés que leurs
homologues dans 49, et résonent respectivement a 4,29 et 3,83 ppm sous forme de

massifs. Le proton NH est visible a 1,82 ppm dans 49 et a 1,37 ppm dans 52.

2. Transformation de ’amide en thiocarbamide
Elle est réalisée par action du réactif de Lawesson (87,88). Et permet

I’ohtention du thiocarbamide 53 et de son analogue 54.

3. Substitution du deuxi¢me azote
Synthése des 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-(3,4,5-triméthoxythio
benzoyl)-4-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine 55 et 2-(N,N-diéthylcarbamoy!
oxyméthyl)-1-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)-4-(3,4,5-triméthoxythiobenzoyl)
pipérazine 56

L’amidification du deuxiéme azote des thiocarbamides 53 et 54 par le chlorure

de 3,4,5-triméthoxybenzoyle conduit aux produits terminaux 55 et 56.

4. Cas du dithiocarbamide
Synthése de ia 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1,4-(3,4,5-triméthoxythio
benzoyl)pipérazine 57

Ce composé est obtenu en utilisant deux équivalents de réactif de Lawesson sur

I’analogue diamide 34
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Chapitre II1: Synthése

CH;0 o o OCH, CH30 ' OCH;, .
1l / \ 1] i ﬁ /- \ ISI
CHy C—-N  N-C CH; ——— CH,0 C—N  N—C OCH,4
CH,O 34 CH;OCNEt, OCH, CHO 57 :CHQO(IT,NEtg OCH,
o) o)
1) réactif de Lawesson / THF 3 0°C.

Les caractéristiques IR, RMN'H et RMN 13C des composés soufrés 55, 56 et 57, sont
données dns les tableaux 6 (IR), 7 (RMN'H) et 8 (RMN “C).

CHs0 OCH;,
|Y| / \ I
CH;0 C-N  N—C OCH,
CH,0 CHOCNEY, OCHs
O
Tableau 6
Ne X Y (:-'—’()1'l (!lll-1 =Ozb cm'l
58| S 0 1699 1642
56 | O S 1691 1631
571 S S 1701 -

* C=0, de la fonction carbamate.
® C=0, de la fonction amide.

RIS
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Chapitre ITI: Synthése

L'influence du soufre sur les déplacement chimiques des hydrogénes

aromatiques a €té observée par comparaison avec la diamide 34.

Tableau 7 .
N° | & (H arom, Ortho) ppm; | & (OCH;) ppm; multi; |5 H de la pipérazine; multi;

multi; 4H 18H T™H

55 6,58; s, (COAr) et 3,78 et 3,77; 2s (5,10-4,00) et (3,70-2,60);
6,28, sl, (CSAr) 2m

56 6,58; s, (COATr) et 3,77; sl (5,30-4,50) et (3,70-2,60);
6,45; sl (CSAr) 2m

57 '6.,49; sl, (CSAr) 3,80; sl (5,80-3,90) et (3,60-2,10);
2m

34 6,57; s, (COAr) 3,80 et 3,79 ; 2s (5,10-3,90) et (3,30-2,50);
2m

On observe que les protons aromatiques en ortho de I'amide sont déblindés par

rapport a ceux en ortho de la thiocarbamide.

Tableau 8
) N° | C=S ppm |C=0,* ppm | C=0,° ppm
55 202,53 155,04 170,66
56 202,23 155,00 170,54
7 57 | 202,94; | 154,93 -
202,64 |

* C=0, de la fonction carbamate.
b C=0, de la fonction amide.

AN AWy
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Chapitre 1II: Synthése

C/ Présence et position des méthoxyles

Synthése des 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1,4-di-(3,4-diméthoxybenzoyl)

pipérazine 58, 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1,4—di—(2,4-diméthoxybenzoyl)

pipérazine 59 et 2-(N,N-diéthylcabamoyloxyméthyl)-1,4-dibenzoylpipérazine 60
Ces composés sont obtenus par acylation de la diamine 20 par le chlorure de

(3,4 ou 2,4)-diméthoxybenzoyle et le chlorure de benzoyle respectivement selon le

schéma III.

Schéma II1: Synthése des composés 58, 59 et 60

CH0

OCH,
>-\_/—\ 2 /9 G(
CH, N N-C OCH;,

58 CH,OCNEL,
o)

OCH, CHy0
/\ S N 9
HN  NH, 2HCl C%O—C}—&—N —& OCH,8
5o CHZOGNER, 59 CH,0CNEt,
= (o] (o]
e /9
C—| N—C
60 CHZOC':(SNEtz

i) 3,4-(CH;0),CeH:COC1 / NEts / CH,Cl,. i) 2.4<(CH;0),CeH;COCH / NEt; / CH,Cl. i) CiHCOCY NEW, /
CH,Cl,. - ‘
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Chapitre I11: Synthése

En ce qui concerne leur caractérisation, les différences par rapport au composé

34 sont les suivantes:

1. Douze protons des méthoxyles résonant a 3,84 et 3,75 ppm sous forme de
singulet large pour 58 et 59.

2. Les hydrogénes aromatiques apparaissent a 6,95 ppm (H, arom), 6,92 ppm (H;
arom, doublet, J = 8Hz), 6,79 ppm (Hs arom, doublet, J = 8Hz) dans le
compose 58 et dans le 59 on les observe 4 7,12 ppm (H; arom, massif) et 6,44
ppm (Hs et Hg arom, massif). _

3. Dans le composé 60, les protons aromatiques sont plus déblindés et résonent a

7,34 ppm.

Les modes opératoires sont décrits en détail dans la partie suivante ainsi que

toutes les caractéristiques physico-chimiques.
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Chapitre III: Partie expérimentale

1I-PARTIE EXPERIMENTALE

Techniques expérimentales

La chromatographie analytique sur couche mince (CCM) est réalisée sur des
feuilles plastiques recouvertes d’une couche de gel de silice 60F254 d’une épaisseur de
0,25 mm, prétes & I’emploi, fournies par Merck.

Les chromatographies préparatives sur colonne utilisent le gel de silice de
granulométrie 0,063-0,200 mm, fourni par Merck.

Les points de fusion (Pf) ont ét¢ mesurés a I’aide d’un appareil a point de fusion

digital (ELECTROTHERMAL),

| Les spectres d’absorption dans Pinfrarouge (IR) ont été enregistrés sur un
appareil GENESIS SERIES FTIR (ATI-MATTSON, 4000-600 cm™).

Les spectres de resonance magnétique nucléaire RMN du proton et du carbone
13 ont ét¢ enregistrés sur appareil BRUCKER AC, a 200 MHz avec des échantillons
en solution dans le chloroforme (CDCly), I’eau (D,0), ou le diméthyle sulfoxyde
(DMSO-ds) deutérés. Les données spectrales en RMN'H sont prescntees dans Pordre:
déplacement chlmlque nombre de protons, multiplicité, constante(s) de couplage en
Hertz et attribution. Les déplacements chimiques sont données en ppm,
I’hexaméthyldisiloxane (HMDS) étant pris comme référence. La multiplicité des
signaux est indiquée par les abréviations suivantes: s, singulet; sl, singulet large; d,
doublet; t, triplet; g, quadruplet; m, multiplet ou massif.

Les microanalyses ont été effectudes par le Service Régional de microanalyse de

I’Université Paris VI.

48

S TR BT




Chapitre III: Partie expérimentale

Modes opératoires
1. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-éthoxycarbonylpipérazine 1

Dans un erlen rodé de 1 litre équipé d’un réfrigérant surmonté d’une ampoule a
addition, et placé dans un bain d’huile thermostaté, sont introduits 54 g (149,8
mmoles) de diacétate de 1,4-dibenzyléthylénediamine et 100 ml de triéthylamine dans
375 ml de benzéne. On chauffe a 40°C sous agitation jusqu’a dissolution, puis une
solution de 42,9 ml (295,1 mmoles) de 2,3-dibromopropionate d’éthyle dans 150 ml de
benzeéne est additionnée goutte & goutte. Le¢ melange est chauffé a reflux pendant 3 h,
sous agitation. Aprés refroidissement et filtration du solide, le benzéne et la
triéthylamine en excés sont évaporés. Le résidu est repris dans le chloroforme, lavé a
l'eau, séché, puis évaporé. Le produit est dissous dans 100 ml d’éthanol et on fait
barboter un courant de HCI gazeux jusqu’a saturation de la solution. L’addition d'éther
fait précipiter solide qui est récupéré par filtration. On obtient ainsi 40 g de
chlorhydrate de la 1,4-dibenzyl-2-éthoxycarboxylpipérazine 1 .sous forme de cristaux
blancs. Rdt = 61%; Pf = 179,1°C. |

20 g de ce chlorhydrate sont neutralisés par une solution saturée de bicarbonate
de sodium. La solution aqueuse est extraite 3 fois avec 50 ml d’éther diéthylique. La
phase organique est lavée a ’eau distillée, puis séchée sur MgSO,. Aprés filtration et
évaporation de I’éther, on obtient 15,32 g de 1,4-dibenzyl-2-éthoxycarboxylpipérazine
1 sous forme d’une huile visqueuse. Rdt = 93%; Rf = 0,2 (éther de pétrole / éther, 80 :
20, v/v). '

IR v max (fiim ); 3027 (C-H arom), 2808 (C-H), 1736 (C=0), 1602 (C=C arom) cm".
RMN'H (CDC13) d ppm: 7,18 (10H, m, H arom), 4,08 (2H, q, J=7 Hz, OCH,), 3,51
(1H, d, J=13,3 Hz, CH-Ph), 3,48 (1H, d, J=13,3 Hz, CH-Ph), 3,47 (1H, d, /=13,2 Hz,
Ph-CH), 3,31 (1H, d, J=13,2 Hz, Ph-CH), 3,23 (1H, dd, J=3 et 6 Hz, H-C, de la
pipérazine ), 2,97-3,02 (1H, m, 1H de la pipérazine), 2,67 (1H, dd, J=11 et 6 Hz, H-C;
de la pipérazine), 2,51 (1H, dd, J=11 et 3 Hz, H-C; de la pipérazine), 2,26-2,43 (3H,
m, 3H de la pipérazine), 1,12 (3H, t, /=7 Hz, CH,).
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Chapitre III: Partie expérimentale

RMN"C (CDCls) 8 ppm: 171,89 (C=0), 138,04 ; 137,83 ; 128,88 ; 128,70 ; 128,01 :
126,86 (C arom), 62,55 (CH de la pipérazine), 62,42 ; 60,11, 59,41 ; 55,32 ; 52,93 ;
48,39 (OCH,, CH; benzyle, CH; de la pipérazine), 14,10 (CH»).

2. Préparaﬁon de la 1,4-dibenzyl-2-cyanopipérazine 2

Le composé 2 est préparé de la méme maniére que le composé 1 mais a partir de
32 g (150,3 mmoles) de 2,3-dibromopropionitrile. Le chlorhydrate de 2 est obtenu sous
forme de cristaux blancs 47,7 g; Rdt = 87%; Pf= 287°C. La neutralisation de 20 g de
ce chlorhydrate conduit a 14 g de 2 sous forme d’une huile visqueuse qui cristallise
dans I'hexane. Rdt = 88%; Pf=61,7°C; Rf = 0,58 (CH,Cl,/ MeOH, 80 : 20, v/ v).

IR v max (KBr): 3028 (C-H é.rom), 2819 (C-H), 2225 (CN), 1602 (C=C arom), cm’ .
RMN'H (CDCls) 8 ppm: 7,34-7,14 (10H, m, H arom), 3,67 (1H, d, /=13 Hz, CH-Ph),
3,41(1H, d, J=13 Hz, CH-Ph), 3,55 (1H, d, J=10 Hz, CHPh), 3,52 (1H, m, HC-CN),
3,49 (111, d, J=10 Hz, CH-Ph), 2,87-2,13 (6H, 2m, H de la pipérazine).

RMN"C (CDCLy) § ppm: 137,44 ; 136,43 ; 129,08 ; 128,69 : 128,51 : 128,32 ; 127,65
; 127,19 (C arom), 116,20 (C=N), 61,91 ; 59,90 (CH, benzyle), 51,89 (CH de la
pipérazine), 54,02 ; 52,23 ; 49,23 (CH; de la pipérazine).

3. Préparation dela 2-cyanopipérazine 3

Dans un erlen rodé de 250 ml équipé d’un réfrigérant, sont introduits 2,2ml (33
mmoles) d'éthylénediamine, 3,3 ml (33,17 mmoles) de 2,3-dibromopropionitrile, 90 ml
d'acétonitrile et 18,4g de K,COs. Le mélange est laissé sous agitation a température
ambiante pendant une nuit, puis chauffé a reflux pendant 2 h. Aprés refroidissement,
filtration du solide et évaporation du solvant, le résidu est purifié sur colonne de gel de

silice, avec un mélange CH,Cl, / MeOH, 90 : 10, v/ v. On obtient 0,65 g de produit 3.
Rdt = 17%; Rf = 0,12 (CH,Cl, / MeOH, 90 : 10, v/ v).
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Chapitre III: Partie expérimentale

IR v max (film): 3330 ; 3201 (2NH), 2836 (C-H), 2224 (CN) cm™.
RMN'H 60 MHz (CDCl3) 6 ppm: 3,90 (1H, m, 1H de la pipérazine), 3,03 (3H, m, 3H
de la pipérazine), 2,87 (3H, m, 3H de la pipérazine), 2,47 (2H, sl, 2NH).

Réduction
4. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-(hydroxyméthyl)pipérazine 4

Dans un erlen rodé de 500 ml surmonté d’une ampoule a addition, 1,25 g (33
mmoles) de LiAlH, sont agités dans 50 ml d’éther diéthylique, et la suspension est
maintenue & 0°C dans un bain de glace. Une solution de 15 g (44,38 mmoles) de 1,4-
dibenzyl-2-éthoxycarbonylpipérazine 1, dans 50 ml d’éther est ajoutée goutte a goutte.
Le mélange est mainten:u sous agitation a 0°C pendant une heure, puis a température
ambiante pendant u;le nuit. 11 est ensuite dilué avec 100 ml d’éther et excés de
LiAlH, est détruit par addition d’eau distillée goutte a goutte. Apres filtration de
I’hydroxyde d’aluminium formé, la phase organique est lavée, séchée MgSO,, puis
évaporée. Le résidu cristallisé dans I’hexane. On obtient ainsi 7,82 g de cristaux blancs
de 1,4-dibenzyl-2-(hydroxyméthyl)pipérazine 4. Rdt = 60%,; Pf = 74, 8°C; Rf = 0,16
(CHC1,/MeOH, 98 : 2, v/ V).

IR v max (KBr): 3371 (O-H), 3050 (C-H arom), 2800(C-H), 1602 (C=C arom) cm’.
RMN'H (CDCl3) ppm: 7,20 (10H, m, H arom), 3,99-3,87 (2H, m, CH,0), 3,74 (sl,
0}5 échangeable), 3,53-3,35 (4H, m, 2CH,Ph), 2,93-2,79 (1H, m, 1H de la pipérazine),
2,63-2,22 (6H, 2m, 6H de la pipérazine).

RMNISC (CDClL) 6 ppm: 138,42 ; 137,56 ; 129,09 ; 128,81 ; 128,29 ; 127,17 ; 127,03
(C arom), 63,13 ; 62,08 ; 57,96 ; 55,97 ; 52,42 ; 49,77 (CH,OH, CH, benzyle, CH, de
la pipérazine), 58,49 (CH de la pipérazine). |
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Chapitre III: Partie expérimentale

5. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-(aminométhyl)pipérazine S

Ce composé a été préparé selon deux méthodes de synthése.

1°"* méthode:

Dans un erlen rodé de 500 ml surmonté d’une ampoule 4 addition, 6 g de
LiAlH, sont agités dans 150 ml d’éther diéthylique et le mélange est maintenus a 0°C
dans un bain de glace. Une solution de 15,5 g (53,26 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
cyanopipérazine 2, dans 50 ml d’éther est ajoutée goutte a goutte. Le mélange est
maintenu sous agitation pendant 5 h a température ambiante. L’excés 'de LiAlH, est
alors détruit par addition d’eau distillée goutte a goutte. Aprés filtration de I’hydroxyde
d’aluminium formé, la phase organique est lavée avec une solution de NaOH 20%,
séchée sur MgSO,, puis évaporée. Le résidu est purifié sur colonne de gel de silice
avec un mélange de CH,Cl, / MeOH, 70 : 30, v/ v. On obtient 11.77 g de produit 5.
Rdt = 75%; Rf = 0,48 (CHCl; / MeOH / NH,OH, 80 : 20: 0,50, v/ v/ V).

Dans un erlenmeyer de 500 ml muni d'un réfrigérant plongé dans un bain d'huile
thermostaté, on introduit 24,7 g (85 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-cyanopipérazine 2
dans 200 ml d'éthanol absolu. On chauffe 4 40°C, puis on ajoute progressivement 7,85
g (341,4 mmoles) & sodium et le mélange est chauffé i reflux pendant 3 h. Aprés
refroidissement, on additionne 19,5 ml d'acide acétique glacial et 60 ml d’éther. Le
solide est filtré, le filtrat évaporé et le résidu obtenu, repris a I’éther est lavé a I'eau. La
phase organique est séchée sur MgSO,, puis concentrée sous vide. Aprés purification
sur colonne de gel de silice a\}ec un mélange de CH,Cl, / MeOH, 70 : 30, v/ v. La

masse de 5 obtenue est de 16,1 g. Rdt= 64 %; Rf = 0,35 (CHCl3 / MeOH, 80 : 20, v /
V).

IR v max (film): 3378 ; 3289 (NH,), 3026 (C-H arom), 2804 (C-H), 1602 (C=C arom)
cm’.
RMN'H (CDCls) 3 ppm: 7,26 (10H, m, H arom), 3,92 (1H, d, J=13,4 Hz, Ph-CH),

3,40 (1H, d, /=13,1 Hz, Ph-CH), 3,33 (1H, d, J=13,1 Hz, Ph-CH); 3.14 (1H, d, J=13 4
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Hz, Ph-CH), 2,92 (1H, dd, J=6 et 13,3 Hz, CH-NH. ), 2,68-2,06 (8H, m, CH-NH,, 7H
de la pipérazine), 1,34 (2H, sl, NH),).

RMN"C (CDCl;) § ppm: 138,52 ; 137,81 ; 128,65 ; 128,39 ;127,85 ; 127,82 ; 126,61
; 126,49 (C arom), 62,77 ; 57,35 ; 55,21 ; 52,28 ; 50,31 ; 40,99 (CH, benzyle, CH, de
la pipérazine, CH,NH,), 60,77 (CH de la pipérazine).

6. Préparation de la l,4-dibenzyl—2-(phénoxycarbonyloxyme’thyl)pipérazine 6

Dans un erlen rodé de 250 ml, surmonté d’une ampoule a addition et placé dans
un bain de g]ace on refroidit 4 0°C une solution de 7,14 g (24,12 mmoles) de 1,4-
dlbenzyl-2-(hydroxymethy1)p1perazme 4 dans 150 ml de CH,Cl, et 7 ml de
triéthylamine. Aprés addition, goutte a goutte, de 4,57 g (29,20 mmoles) de
chloroforrmate de phényle dans 25 ml de CH,Cl,, le mélange est agité pendant 1 h a
0°(‘ puis 3 h a température ambiante. La phase organique cst lavée unc fois aves une
solution saturée de NaHCO,, puis & I’eau jusqu’a neutralité et séchée sur MgSO,.
Aprés filtration et évaporation du CH,Cl,, le résidu est chromatographié sur colonne
de gel de silice en utilisant un mélange d’éther de pétrole / éther, 80 - 20, v/v. La
masse de 6 obtenue est de 5,7 g. Rdt = 57%; Rf = 0,32 (éther de pétrole / éther, 50 :
50, v/v). P |

IR v max (ﬁiih)' 3062(C-H arom), 2954 (C-H), 1758 (C=0), 1599(C=C arom) cm
RMN'H (CDCL) & ppm: 7, 27-7,00 (15H, m , H arom), 4,42-4.34 (2H, m, CH;_O)
3,85 (1H, d, J=13 Hz, HC-Ph), 3,44-3,29 (2H, m, Ph-CH,), 3,32, (1H, d, J=13 Hz,

HC-Ph), 2,81-2,79 (1H, m, CH-CH,0), 2,66-2,50 (2H m, 2H de la plperazme) 2,37-
2,22(4H, m,4H de la pipérazine).

RMN"C (CDCly) 8 ppm: 153,55 (C=0), 151,04 ; 138,72 ; 138,04 ; 129,37 : 128 91 ;
128,65 ; 128,18 ; 127,00 ; 126,91 ; 125,93 ; 120,96 (C arom), 67,34 ; 62,84 ; 58,55

55,34 ; 52,61 ; 49,48 (CH; benzyle, CH, de la pipérazine, CH;O), 58,08 (CH deﬂ la
pipérazine).
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Substitution du phénoxy par les amines
7. Mode opératoire général pour ’obtention des composés 7-10

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, et placé dans un bain d’huile, on
dissout du 1,4-dibenzyl-2-(phénoxycarbonyloxyméthyl)pipérazine 5 dans I'amine
correspondante. Le mélange est chauffé a reﬂux pendant 48 h. Aprés refroidissement
et évaporation de 1’amine en exces, le résidu est repris au CHCL, et lavé a I’eau jusqu’a
PH neutre. La phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée et évaporée. ia

purification est effectuée par chromatographie sur colonne de gel de silice.

8. Préparation de la 1,4-dibenzyl—2-(N,N-diéthylaminocarbamoyloxyméthyl)
pipérazine 7

Le composé 7 est obtenu a partir de 7 g (16,83 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
(phénoxycarbonyloxyméthyl)pipérazine 6, et 20 ml de diéthylamine. 1l est purifi¢ sur
colonne de gel de silice avec CH,Cl, / MeOH, 97 : 3, v/ v. La masse récupérée est de

4,9 g. Rdt=74% ; Rf = 0,2 (CH,Cl, / MeOH, 98 : 2, v / V).

IR v max (ﬁhﬁ): 3084 (C-H arom), 2808 (C-H), 1702 (C=0), 1602 (C=C arom) cm"".
RMN'H (CDCl;) & ppm: 7,27-7,09 (10H, m , H arom), 4,33 (1, dd, J=4 ¢t 12 Hz
CHOC=0), 4,12 (1H, dd, J=8 et 12 Hz, CHOC=0), 3,96 (1H, d, J=13 Hz, HC-Ph),
3,41 (2H, m, Ph-CHy), 3,31 (1H, d, J=13 Hz, HC-Ph), 3,12 (4H, m, N(CH,CH,),,
2,72-2,57 (3H, m, 3H de pipérazine ), 2,48-2,41 (1H, m, 1H de la pipérazine), 2,28-
2,16 (3H, m, 3H de la pipérazine), 1,09 (6H, m, N(CH.CHs),).

RMN"C (CDCl;) & ppm: 155,64 (C=0), 139,03 ; 138,13 ; 128,97 ; 128,71 ; 128,10 ;
126,88 ; 126,76 (C arom), 64,16 ; 62,93 ; 58,47 ; 55,88 ; 53,01 ; 50,03 (CH, benzyle,
CH; de la pipérazine, CH,0), 59,09 (CH de la pipérazine), 41,72 ; 41,14 (N(CH,
CHs)y), 13,95 ; 13,48 (N(CH,CH;),).
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9. Préparation de la 1,4-dibenzyl-(pipéridinocarbonyloxyméthyl)pipérazine 8

Le composé 8 est obtenu 2 partir de 1 g (2,4 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
(phénoxycarbonyloxyméthyl)pipérazin_e 6, et 15 ml de pipéridine. 1l est purifié sur
colonne de gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 98 : 2, v/ v). Sa masse est de 0,65 g. Rdt =
66%; Rf = 0,3 (CH,Cl,/ MeOH, 95 : 5, v/ v).

IR v max (film): 3084 (C-H arom), 2937(C-H), 1695 (C=0), 1603 (C=C arom) cm™..
RMN'H (CDCls) § ppm: 7,22-7,05 (10H, m, H arom), 4,30 (1H, dd, J=11,1 et 4,4 Hz,
HCOC=0), 4,10 (1H, dd, J=11,1 et 6 Hz, HCOC=0), 3,88 (1H, d, J=13,5 Hz, HC-
Ph), 3,42-3,21 (7H, m, PhCH,, CH-Ph, 2NCH, de la pipéridine), 2,67-2,15 (TH. 3m.,
71 de la pipérazine), 1,36-1,16 (611, m, 3CI1, de Ta pipéridine).

RMN"C (CDCl;) & ppm: 154,83 (C=0), 153,76 ; 137,92 ; 128,64 ; 128 44 : 127,95 -
127,53 ; 126,59 ; 126,51 (C arom), 63,81 ; 62,62 ; 58,20 ; 55,43 ; 52,75 ; 49,55 (CH,
de la pipérazine, CH,0, CH, benzyle, CH, de la pipérazine), 58,52 (CH de la
pipérazine), 44,41 (NCH, de la pipéridine), 25,30 (NCH,CH, de la pipéridine), 24,03
(NCH,CH,CH; de la pipéridine).

10. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-(pyrrolidinocarbonyloxyméthyl)pipérazine 9

Le composé 9 est obtenu a partir de 3,12 g (7,5 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
(phénoxycarbonyloxyméthyl)pipérazine 6, et 10 ml de pyrrolidine. Il est purifié sur
colonne de gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 99 : 1, v /v ). Sa masse est de 1,48 g. Rdt =
50%; Rf = 0,38 (CHCl; / MeOH, 95 : 5, v / V).

IR v max (film): 3030 (C-H arom), 1696 (C=0), 1593 (C=C arom) cm’ .
RMN'H (CDCl;) é ppm: 7,20 (10H, m, H arom), 4,25 (2H, m, CH,0CO), 3,87 (1H,

d, /=13 Hz, HC-Ph), 3,40-3,30 (3H, m, CH-Ph, CH,Ph), 2,90-2,05 (11H, 2m, 2NCH,
de la pyrrolidine, 7H de la pipérazine), 1,80 (4H, m, N(CH,CH,). de la pyrrolidine).
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1. Préparation de la 1,4—dibenzyl-2-(N-butylcarbamoyloxyméthyl)pipérazine 10
Le composé 10 est obtenu & partir de 5 g (12 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
(phénoxycarbonyloxyméthyl)pipérazine 6, et 15 ml de butylamine. Il est purifié sur
colonne de gel de silice avec (CHCl, / MeOH, 95 : 5, v/ v). La masse obtenue est de
4 Rdt 84%; Rf 0,24 (C11,CL, / McOIL, 97 : 3, v/ v).
IR v max (film): 3339 (N11), 1712 (C--0), 1602 (C C arom) cm™.
RMN'H (CDCl) 8ppm: 7,17 (10H, m, H arom), 4,68 (IH, sl, NH), 425 (i, dd,
J=11,3 et 3,8 Hz, HCOC=0), 4,20 (1H, dd, J=11,3 et 5,5 Hz, HCOC=0), 3,92 (1H, d,
J=13,5 Hz, HC-Ph), 3,43 (1H, d, J=13,1 Hz, HC-Ph), 3,35 (1H, d, /=13,1 Hz, HC-Ph),
3,30 (1H, d, J=13,5 Hz, HC-Ph), 3,06 (2H, m, NHCH,), 2,80-1,90 (7H, 3m, 7H de la
pipérazine), 1,29 (4H, m, NHCH,(CH,),CHs), 0,84 (3H, t, J=7Hz, CH;). |
RMN"C (CDCl) 8 ppm: 156,31 (C=0), 138,62 ; 138,03 ; 128,88 ; 128,04 : 126,76
(C arom), 63,63 ; 62,8‘1 ; 58,34 ; 55,70 ; 52,66 ; 49,93 (CH, benzyle, CH, de la
pipérazine, CH,0), 58,69 (CH de la pipérazine), 40,60 (NHCH,), 31,90 (NHCH,CH,
CH,), 19,74 (CH,CH3), 13,61 (CHj).

12. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-(N,N-diméthylthiocarbamoyloxyméthyl)
pipérazine 11 '

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, surmonté d’une ampoule a addition, 1 ,20 g
de NaH (en dispersion dans I’huile minérale a 60%) est introduit dans 20 ml de DMF.
Une solution de 10 g (33 78 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2- (hydroxymethyl)plperazme 4
dans 20 ml de DMF est ajoutée goutte a goutte. Le mélange est chauffé a 80°C,
Jusqu’a la fin du dégagement d’hydrogéne, puis on le laisse refroidir 4 température
ambiante. Une solution de 5 g (40,45 mmoles) de chlorure de N,N-
diméthylthiocarbamoyle dans 10 ml de DMF est alors additionnée goutte a goutte et on
chauffe a 80°C a nouveau pendant 5 h. La solution est refroidie, puis extraite 3 fois
avec 20 ml de dichlorométhane. La phase organique est lavée plusieurs fois a 1’eau,
sécheée sur MgSO,, et le solvant évaporé. Le résidu est purifié sur colonne de gel de
silice avec un mélange de CH,Cl, / MeOH, 92 : 8, v / v. On obtient ainsi 8 g de
compos¢ 11. Rdt = 62%; Rf = 0,24 (CH,Cl,/ MeOH, 95 : 5, v/ v).
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IR v max (fiim): 3026 (C-11 arom), 2810 (C-11), 1600 (C C arom) cm’™.

RMN'I (CDCly) & ppm: 7,21 (1011, m, 11 arom), 4,69 (111, dd, J 42 ¢t 11 1z,
CHOC=S), 4,52 (1H, dd, J=6,3 et 11 Hz, CHOC=S), 3,91 (1H, d, J=13,5 Hz, CE-Ph),
3,46(1H, d, J=13 Hz, Ph-CH), 3,42-3,30 (2H, m, CH-Ph, Ph-CH), 3,24 (3H, s, CHj3),
2,85 (4, m, CHs, 1H de la pipérazine), 2,74-2,20 (6H, m, 6H de la pipérazine).
RMN"C (CDCl) 5 ppm: 187,84 (C=S), 138,81 ; 138,09 ; 128,90 ; 128,60 ; 128,05 ;
126,81 ; 126,76 (C arom), 69,93 ; 62,72 ; 58,40 ; 55,31 ; 52,96 ; 49,59 (CH,0, CH,
benzyle, CH, de la pipérazine), 58,31 (CH de la pipérazine), 42,57 ;37,52 (CHs).

13. Préparatidn de la 1,4-dibenzyl-2-(N-2,6-diméthylphényluréidométhyl)
pipérazine 12

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, on introduit 4 g (13,56 mmoles) de 1,4-
dfbcnzyI—2-(aminométllyl)pipérazinc S dans 150 ml d’¢ther anhydre. On additionne
goutte & goutte une solution de 2 g (13,59 mmoles) de 2,6-diméthylphénylisocyanate
dans 50 m! d’éther anhydre. Le mélange est maintenu sous agitation a température
ambiante pendant 2 h. Le solide est filtré, lavé plusieurs fois a I’éther, puis séché et on
obtient une masse de 4,25 g de 12. Rdt = 71%; Pf = 158,8°C; Rt = 0,65 (CHCI; /
MeOH / NH,OH, 80 : 20: 0,5, v/v/v), |

IR v max (KBr): 3337 (NH, bande large), 3023 (C-H arom), 2804 (C-H), 1639 (C=0),
1563 (C=C arom) cm™.

RMN "H (CDCl;) 8 ppm: 7,24-7,08 (10H, m, 2CH,-Ph), 7,07-7,02 (1H, m, 1 H arom
de NH-Ph), 7,03-6,63 (2H, m, 2 H arom de NH-Ph), 6,62 (1H, sl, NH), 5,03 (1H, sl.
NH), 5,80 (1H, d, J=13 Hz, CH-Ph), 3,44-3.25 (4 H, m, CH,-Ph, CH,NHC=0), 2.96
(1H, d, /=13 Hz, CH-Ph), 2,90-2,30 (4H, m, 4H de la pipérazine), 2,20 (6H, s, 2CH,),
2,08-1,90 (2H, m, 2H de la pipérazine), 1,90-1,70 (1H, m, 1H de la pipérazine).
RMN"C (CDCl) & ppm: 157,89 (C=0), 138,18 ; 137,49 ; 137,18 ; 134,17 ; 128,53 ;
128,32 ; 128,08 ; 127 49 ,; 126 93 ; 126,69 (C arom), 62,88 ; 57, 32; 55,43 ; 52,08 ;
50,19 (CH, benzyle CH; de la plperazmc) 58,34 (CH de la pipérazine), 39,49
(CH,;NH), 18,34 (CH;).
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14. Préparation de la 1y4-dibenzyl-2-(N-hexyluréidométhyl)pipérazine 13

Le composé 13 est obtenu selon le méme mode opératoire que le composé 12
ci-dessus, a partlr de 4 g (13,56 mmoles) d’amine §, et 173 g (13,6 mmoles)
d’hexylisocyanate, 4 reflux 6 h. Rdt= 66%: Rf = 0,56 (CHCl; / MeOH / NH4OH 80 :
20:0,5,v/v/v).

IR v max (nujol): 3356 (NH large), 3061 (C-H arom), 2809 (C-H), 1629 (C=0), 1573
(C=C arom) cm’.

RMN'H (CDCl;) § ppm: 7,19-7,06 (¥0H, m, H arom), 5,31 (1H, sI, NH), 4,99 (IH, t,
J=5,5 Hz, NH), 3,92 (IH, d, /=13 Hz, CH-Ph), 3,50-2,81 (4H, m, CH;NCONCH,),
3,38 (1H, d, J=13 Hz, CH-Ph), 3,32 (1H, d, J=13 Hz, CH-Ph), 3,14 (1H, d, J=13 Hz,
CH-Ph), 2,55 (4H, m, 4H de la pipérazine), 2,13 (3H, m, 3H de la pipérazine), 1,37 et
1,19 (8H, 2m, (CHa)4), 0,77 (3H, t, J=6,4 Hz, CH).

RMN"C (CDCl;) § ppm: 158,68 (C=0), 138,13 ; 137,59 : 128,91 ; 128,83 ; 128,10 ;
126,95 ; 126,89 (C arom), 62,81 ; 57,54 ; 55,78 ; 52,12 ; 50,03 (CH; benzyle, CH, de
la pipérazine), 58,42 (CH de la pipérazine), 40,45 ; 39,67 (CH,NHCONHCH,), 31,41
(NHCONHCH,CH,), 30,11 (NHCONHCH,CH,CH,), 26,46 (CH,CH,CH;3), 22,43
(CH,CH,CHj), 13,89 (CH;).

15. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-(phénoxycarbonylaminométhyl)pipérazine 14

Dans un ballon de 250 ml, surmonté d’une ampoule 4 addition et d'une garde a
CaCl; et placé dans un bain de glace, on refroidit 4 0°C une solution de 3 g (10,17
mmoles) de 1,4-dibenzyl-2- -(aminométhyl)pipérazine § dans 30 ml de CHLCI; ¢t 2 ml
de pyridine. Aprés addition, goutte a goutte, de 1,9 ml (1,5 éq) de chloroformiate de
phényle dans 20 ml de CH,Cl,, le mélange est agité pendant 1 h a 0°C. puis 5 h a
température ambiante. La solution est lavée une fois avec une solution saturée de
NaHCO;, puis 4 I’eau et séchée sur MgSO,. Aprés filtration et évaporation du solvant,
le résidu est chromatographié sur colonne de gel de silice (CH,Cl,/ MeOH, 99 : 1, v/
v). La masse de 14 obtenue est de 3 ,2 g Rdt = 76%; Rf = 0,56 (CH,Cl, / MeOH, 95 :
5,v/v).
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IR v max (film): 3338 (NH), 1730 (C=O), 1594 (C=C arom) cm™.
RMN'H (60MHz) (CDCL;) & ppm: 7,20 (15H, s, H arom), 5,83 (1H, sl, NH), 4,00-
3,00 (6H, 3m, CH,NH, 2CH,Ph), 2,83-2,18 (7H, 3m, 7H de la pipérazine).

16. Préparaiion de la 1,4-dibeniyl—2-(N ;N-diéthyluréidométhyl)pipérazine 15

' Dans un ballon de 50 ml surmonté d’un réfrigérant, et placé dans un bain
d’huile, on dissout 3,20 g (7,71 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-(phénoxycarbonylamino
méthyl)pipérazine 14 dans 10 ml de diéthylamine. Le mélange est chauffé a reflux
pendant 48 h. Aprés réﬁoidissement et évaporation de I’amine en exces, le résidu est
repris au CH,Cl, est lavé a I’eau. La phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée et
évaporée. Le résidu est purifié sur colonne de gel de silice en utilisant successivement
CH,Cl, / MeOH, 99 : 1 puis 98 : 2, v /v. La masse obtenue de 1S estde 1,84 g Rdt =

60%; Rf = 0,30 (CH,Cl, / MeOH, 95 : 5, v/v)

IR v max (film): 3366 (NH), 1636 (C=0), 1589 (C=C arom) cm".

RMN'H (CDCL;) & ppm: 7,19 (10H, sl, H arom), 5,01 (1H, sl, NH), 3,94 (1H, d,
J=13,6 Hz, CH- -Ph), 3,42 (1H, d, J=13 Hz, CH-Ph), 3,33 (IH, d, J=13 Hz, CH-Ph),
3,24 (1H, d, J=13,6 Hz, CH-Ph), 3,19 (2H, m, CHoNH), 3,13 (4H, q, J=7Hz,
N(CH,CHj3;),), 2,69 (4H, m, 4H de la pipérazine), 2,19 (3H, m, 3H de Ia pipérazine),
1,03 (6H, t, /=THz, N(CH,CHs),).

17. Préparation de la 1,4-dibenzylf2-(N,N-dipropyluréidome’thyl)pipérazine 16

Le composé 16 est obtenu seion la méme méthode que le composé 15 ci-dessus,
a partir de 2,40 g (5,78 mmoles) de 1,4- dibenzyl-2-(phénoxycarbonylamjnomethyl)
pipérazine 14, et 15 ml de dipropylamine. Le produit est purifié sur colonne de gel de
silice éluée par CH,Cl, / MeOH, 99 : 1 puis 98 : 2, v/ v. Sa masse est de 1 92 g. Rdt =
79%; Rf= 0,34 (CH,Cl, / MeOH, 95 - 5,v/v). ‘
IR v max (film): 3379 (NH), 1636 (C=0), 1590 (C=C arom) cm’!.
RMN'H (CDClL;) 8 ppm: 7,18 (10H, sl, H arom), 5,05 (1H, t, J=4 Hz, NH), 3,95 (1H,
d, J=13,5 Kz, CH-Ph), 3,41 (1H, d, J~13,1 Hz, CH-Ph), 3,32 (1H, d, J=13,1 Hz, CH-
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Ph), 3,19 (1H, d, J=13,5 Hz, CH-Ph), 3,02 (6H, m, CH,NH, N(CH,CH;CH,),), 2,80-
2,35 (4H, m, 4H de la pipérazine), 2,35-1,90 (3H, m, 3H de la pipérazine), 1,46 (4H,
m, J=7,4 Hz, N(CH,CH,CH),), 0,80 (6H, t, J=7,4 Hz, N(CH,CH,CH),).

RMN"C (CDCL) & ppm: 157,57 (C=0), 138,41 ; 137,49 ; 128,93 ; 128,35 ; 128,12 ;
127,99 ; 126,88 ; 126,78 (C arom), 62,84 ; 57,26 ; 55,69 ; 52,34 ; 50,33 (CH, benzyle,
CH; de la pipérazine), 58,21 (CH de la pipérazine), 48,87 (N(CH,CH,CHj3),), 40,06
(CH,NH), 21,61 (N(CH,CH,CH3),), 11,18 (N(CH,CH,CH3),).

18. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2-(2,2-diméthylpropionamidométhyl) pipérazine
17

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml surmonté d’une ampoule a addition, et
d’'une garde & chlorure de calcium, 3,86 g (13,1 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
(aminométhyl)pipérazine 5, sont dissous dans 5,5 ml (39,3 mmoles) de triéthylamine et
100 ml de dichloroinéthane. On additionne goutte a goutte une solution de 2,63 ml
(21,36 mmbles) de chlorure de 2,2-diméthylpropionyle dissous dans 30 ml de
dichlorométhane. Le ‘mélange est agité 2 h a température ambiante, puis 4 h A reflux.
La phase organique est lavée plusieurs fois 4 I’eau, séchée sur MgSO,, puis filtrée.
Aprés évaporation du solvant, le résidu est chromatographié sur colonne de gel de

silice (CH,Cl, / MeOH, 99,5 : 0,5, v/ v). La masse de 17 obtenue est de 2,44 g. Rdt =
49%; Rf = 0,36 (CHxCl, / MeOH, 95 : 5, v/ v).

IR v max (film): 3360 (NH), 2955 (C-H arom), 2810 (C-H), 1643 (C=0 amide), 1603
(C=C arom) cm'l_. ‘

RMN'H (CDCL3) 5 ppm: 7,35-6,98 (10H, m, H arom), 6,37 (1H, sl, NH), 3,87 (1H, d,
J=13,5 Hz, CH-Ph), 3,42 (1H, d, /=13 Hz, CH-Ph), 3,33 (1H, d, /=13 Hz, CH-Ph),
3,45-3,30 (2H, m, CHNCO), 3,25 (1H, d, J=13,5 Hz, CH-Ph), 2,80-2,40 (4H, m, 4H
de la pipérazine), 2,40-2,00 (3H, m, 3H de la pipérazine), 1,07 (94, s, 3CHs;).
RMN"C (CDCl;) & ppm: 178,33 (C=0), 138,41 ; 137,45 ; 129,06 ; 128,47 ; 128,30 ;
128,14 ; 127,06 ; 126,98 (C arom), 62,89 ; 57,55 ; 55,47 ; 52,33 : 50,24 (CH, benzyle,
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Chapitre I11: Partic ¢expérimentale

CH; de la pipérazine), 57,46 (CH de la pipérazine), 38,91 ; 38,50 (CH,NHCOQ),
27,47 ; 27,32 (CH,).

19. Préparation de la 1,4-dibenzyl-2—(isopropyloxycarbonylaﬂlhométhy!)
pipérazine 18 |

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, on introduit 10 g (33,90 mmoles) de 1,4-
dibenzyl-2-(aminométhyl)pipérazine 5

, dans 100 ml de toluéne, et 25 ml de

triéthylamine. On additionne goutte a goutte 44 ml d’une solution de chloroformiate

d’isopropyle en solution 1 M dans le toluéne et le mélange est agit¢ pendant 2 h. On

ajoute alors 100 ml d’éther et on lave avec une solution de NaHCO;, puis a4 I’eau
jusqli’é neutralité. La phase organique est séchée sur MgSO,, puis évaporée. Le résidu
est repris 4 I’éthanol et chlorhydraté par, barbotage d'un courant de HCI gazeux
jusqu’a saturation. L'éthanol est évaporé et le composé 18, obtenu sous forme de
chlohydrate, est dissous dans 1’eau, neutralisé par une solutioh saturée de NaHCO;,
puis extrait a l’éther._ La phase organique est lavée, séchée sur MgSO,, puis le solvant
évapbré. On obtient ainsi 8,6 g de produit 18. Rdt = 67%; Rf = 0,4 (CH,Cl, / MeOH,
95:5,v/v).

IR v max (film): 1712 (C=0), 1602 (C=C arom) cm"". |

RMN'H (CDCl;) 8 ppm: 7,61 (4H, sl, H arom), 7,34 (6H, sl, H arom), 6,50 (1H, sl,
NH), 4,70-2,60 (13 H, 5m, 2CH,-Ph, CH,NCO, 7H de la pipérazine), 3,41 (1H, m,
J=1 Hz, OCH), 1,14 (6H, sl, 2CH).

Débenzylation par hyﬂrogénolyse (Hy/Pd/C)
20. Mode opératoire général d'obtention des composés 19-29

Dans un récipient adapté & I’appareil de PARR, on introduit le produit &
hydrogéner dans le solvant de réaction (EtOH ou EfOH/HCl ou CH;CO,H), additionné
de 100 mg de palladium sur charbon (10%) pour 10 mmoles di réactif. Grice a

’appareil de PARR, la suspension est agitée 4 40°C et sous une pression de 2,5 bars
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Chapitre ti: Partie cxpérinicntale

d’hydrogéne. L’évolution de la réaction est contrélée par CCM toutes les 3 h. En fin

de réaction, la suspension est filtrée, le solvant évaporé, et le solide est cristallisé.

21. Préparaﬁon du chlorhydrate de la 2-éthoxycarbonylpipérazine 19

Il est obtenu a partir de 21 g (62,13 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
¢thoxycarbonylpipérazine 1, 150 ml d’EtOH et 10 ml de HCI concentré. I est
cristallisé dans un mélange EtOH / ether, pour donner 14 g de 18, 2HCI. Rdt = 97 %;
Pf=199°C; Rf = 0,39 (CHCl; /NH,OH, 80:20:2,v/v/ V).

TR v max (KBr): 1756 (C=0) cm™.

RMN’H (DMSO D6) & ppm: 9,74 (4H, sl, 2'NH,), 4,56 (1H, m, 1H de 1a pipérazine),
4,11 (2H, m, OCH;CI—L), 2,80-2,60 (6H, m, 6H de la pipérazine), 1,20 (3H, s, CH;).
RMN"C (DMSO-ds) (5 ppm): 156,03 (C=0), 62,73 (OCH,), 51,70 (CH de Ia
pipérazine), 13,86 (CHs), les CH, de la pipérazine (sont masqués par le signal du
DMSO-dg).

22. Préparation du chlorhydrate de la 2-(N,N -diéthylcarbamoyloxyméthyl)
pipérazine 20

Il est obtenu a partir de 14 g (35,44 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-(N,N-
diéthylcarbamoyloxyméthyl)pipérazine 7, 100 ml d’EtOH et 25 ml de HCI concentré.
Sa massé estde 9 g. Rdt = 88 %; Pf = 253°C; Rf = 0,24 (CHCl; / NH4OH, 80 :20: 2,

v/iv/v).

IR v max (nujol): 1694 (C=0) cm".

RMN'H (DMSO-ds) 8 ppm: 10,03 (4H, s, 2'NH,), 4,26 (2H, m, CH,0C=0), 3,80
(1H, m, 1H de la pipérazine), 3,60-2,60 (10H, m, N(CH,CHs),, 6H de la pipérazine),
1,05 (6H, t, J=7 Hz, N(CH,CHs),).

RMN"C (DMSO-dg) & ppm: 154,11 (C=0), 61,70 (OCH;), 50,82 (CH de Ia
pipérazine), 41,43 ; 41,26 (N(CHCHz),), 14,12 ; 13,32 (N(CH,CHj,),), les CH, de 1a
pipérazine sont masqués par le signal du DMSO-d;.
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23. Préparation de la 2-(pipéridinocarbonyloxyméthyl)pipérazine 21

21 est obtenu selon le mode opératoire général de débenzylation, i partir de
0,65 g (1,60 mmole) de 1,4-dibenzyl-2-(pipéridinocarbonyloxyméthyl)pipérazine 8 et
50 ml d’EtOH. Sa masse est de 0,2 g. Rdt = 55 %; Rf = 0,2 (CHCl; / MeOH, 80 : 20, v
/ V).

IR v max (film): 3384 (N-H), 1690 (C=0) cm™.
RMN'H (CDCls) & ppm: 4,10-3,70 (SH, m, CH,0O, 2NH, 1H de la pipérazine), 3,35-

3,52 (4H, m, 2NCH; de la pipéridine), 3,0-2,66 (6H, m, 6H de la pipérazine), 1,48- -

1,35 (6H, m, 6H (CH>) de la pipéridine).

24. Préparation du chlohydrate de la 2-(pyrrolidinocarbonyloxyméthyl)
pipérazine 22 /

A partir de 1,48 g (13,76 mmoles) de 1,4-5ﬁbenzyl-2-(pyrrolidinocarbonyloxy
méthyl)pipérazine 9, 40 ml d’EtOH et 1 ml de HCI concentré, on obtient 1,04 g de 22,
2HCI. Rdt = 97 %,; Pf = 253°C; Rf= 0,4 (CHCl; / MeOH / NH4OH, 80:20:2,v/v/
v). Le produit est engagé directement dans la réaction d’amidification, sans

purification.

25. Préparation du chlorhydrate de la 2-(N-butylcarbamoyloxyméthyl)pipérazine
2 \ .

A partir de 4 g (10,05 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-(N-butylcarbamoyl
oxyméthyl)pipérazine 10, 40 ml d’éthanol et 15 ml de HCI concentré, la masse de 23,
2HCI obtenue est de 2,4 g aprés recristallisation dans EtOH / éther. Rdt = 82%; Pf =
188°C; Rf = 0,14 (CHxCl, / MeOH / NH,OH, 80:20:2, v/ v/ V).

IR v max (nyjol): 1760 (C=0) em’.

RMN'H (DMSO-ds) 8 ppm: 10,12 (4H, s, 2'NH,), 7,26 (1H, s, CONH), 4,22 (2H,
m, CH,0CO), 4,00-2,80 (9H, 3m, NHCH,, 7H de la pipérazine), 1,3Q (4H, m,
(NCH,(CH,),CH;), 0,84 (3H, t, J=7 Hz, CHs). -
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Chapitre IT1: Partic expérimentale

RMN"C (DMSO-d¢) & ppm: 155,28 (C=0), 63,80 (CH20), 50,79 (CH de 1la
pipérazine), ‘41,33 , 40,07 (CH, de la pipérazine), 39,32 (NHCH,), 31,38
(NHCH,CH,CH,), 19,42 (CH,CH,), 13,67 (CHj).

26. Préparation du diacétate de la 12-(N-2,6-diméthylphényluréidométhyl)
pipérazine 24 .

[l est obtenu & partir de 4,24 g (19,61 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-(N-2,6-
diméthylphényluréidométhyl)pipérazine 12 et 20 ml d’acide acétique. On évapore le
maximum d’acide acétique et le produit cristallise aprés ajout d’éther. Sa masse est de
3,00 g. Rdt = 81%; Pf = 149°C; Rf = 0,14 (CHCl13 / MeOH / NH4(")H:80 :20:2,v/v
/ V).

| IR v max (nujol):1733. (C=Oacide acétique), 1644 (C=0 urée), 1569 (C=C arom) cm™..
RMN’H (DMSO-dg) 8 ppm: 7,91 (4H, sl, 2'NH, de la pipérazine), 7,00 (3H, sl, H
arom), 6,70 (1H, sl, NHCO), 3,40-2,30 (9H, CH,NCO, 7H de la p1peraz1ne) 2,15 (6H,
s, 2CHs), 1,82 (6H, s, 2CH; de 1’acide acétique).

RMN"C (DMSO-ds) & ppm:173,64 (C=O de Iacide acétique), 156,33 (C=0 urée),
136,15 ; 135,59 ; 127,61 ; 125,63 (C arom), 53,68 (CH de la pipérazine), 46,42 ; 43,16

; 42,94 (CH; de la pipérazine), 41,91 (CH;NH), 22,69 (CH; de I’acide acétique), 18,29
(CHs).

27. Préparation du diacétate de la 2~(N-hexyluréidométhyl)pipérazine 25

II est obtenu a partir de 3,60 g (8,53 mmoles) de 1,4-dibénzy1-2-(N-
hexyluréidométhyl)pipérazine 13 et 20 ml d’acide acétique. Sa masse est de 2 g, Rdt =
65%,; Pf = 125°C; Rf = 0,1 (CHCl; / MeOH / NH,OH, 80:20:2,v/v/v).

IR v max (nujol): 1732 (C¥O acide acétique), 1646 (C=0) cm™.

RMN'H (DMSO-ds) & ppm: 7,48 (4H, s, 2'NH, de la pipérazine), 6,38 (1H, s,
NHCO), 6,23 (1H, sl, NHCO), 3,40-2,30 (11H, 3m, 7H de la pipérazine, 2CH,NC=0),
1,89 (6H, 5, 2CH; de I’acide acétique), 1,70-1,10 (8H, m, (CHy)), 0.94 (3, sl CH,).
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Chapitre 111: Partie expérimentale

RMN"C (DMSOds) & ppm: 173,81 (C=O de I’acide acétique), 158,38 (C=0 de
l'urée), 53,72 (CH de la pipérazine), 46,36 ; 43,04, (CH, de Ia pipérazine), 41,79 ;
39,38 (CH,NHCONHCHS,), 31,13 ; 30,01 ; 26,15 ; 72 16, (OCNHCH, CH,CH,CH,
CHy), 22,92 (CHj; de 1’acide acétique), 13,95 (CH,).

28. Préparation du chlorhydrate de la 2-(N,N-diéthyluréidométhyl)pipérazine 26
26 est obtenu a partir de 1,48 g (4,67 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-(N,N-
diéthyluréidométhyl)pipérazine 15, 40 ml d’éthanol et 15 ml de HCI concentré. Sa
masse est de 1,34 g, aprés cristallisation dans un mélange EtOH / éther. Rdt = 35%; Pf -
=103°C; Rf = 0,1 (CH,Cl, / MeOH / NH,OH, 80 : 20: 2, v/ v / v)

IR v max (nujol): 1617 (C=0) cm™.

RMN'H (DMSO0-dq) § ppm: 9,95 (4H, sl, 2'NH,), 6,71 (1H, sl, NH), 3.90-2.80 (13H,
2m, CH2NH, N(CH,CHj),, 7H de la pipérazine), 1,01 (6H, t, J=6,7 Hz, N(CH, CH;),).
RMN"C (DMSO-dg) 8 ppm: 156,95 (C=0), 52,22 (CH de la pipérazine), 42,29 ;
40,33 ; 39,92 (CH, de la pipérazine), 39,30 (CH,), 13,87 (CH5).

29. Préparation du diacétate de la 2-(N ;N-dipropyluréidométhyl)pipérazine 27
27 est obtenu & partir de 1,92 g (4,55 mmoles) de 1 ,4-dibenzy1-2-(N,N-
dipropyluréidométhyl)pipérazine 16 et 30 d’acide acétique. Le prodmt est recristallisé

dans un mélange acide acétique / eau. Sa masse est de 0,87 g. Rdt= 53%, Pf=134°C;
Rf= 0,33 (CH,Cl,/ MeOH / NH,OH, 80 :20: 2, v/ v/ V).

IR v max (nujol): 1633 (C=0) cm™..

RMN'H (DMSO-ds) 8 ppm: 6,32 (1H, sl, NHCO), 5,14 (4 H, sl, 2'NH, de la
pipérazine), 3,10-2,10 (13H, 3m, CH,NH, N(CH2CH,;CHs),, 7TH de la pipérazine),
1,81 (6H, s, 2CH;CO,H), 1,43 (4H, m, J=7,2 Hz, N(CHZCH_2CHQ)2) 0,80 (6H, t, J/=7,2
Hz, N(CH,CH;CHa),).
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Chapitre ILL: Partie expérimentale
RMN"C (DMSO-ds) & ppm: 157,24 (C=0), 53,89 (CH de la pipérazine), 47,81 :
47,02 ; 43,42 ; 42,67 ; 39,51 (CH,NHCON(CH,CH,CH3),, CH, de la pipfrezine),
21,31 (N(CH,CH,CHj),), 11,15 (CHs). - |
30. Préparation du chlorhydrate de la 2-(2,2-diméthylpropionamidométhyl)
pipérazine 28 . |

Il est obtenu & partir de 2,44 g (36,44 mmoles) de 1,4-dibcnzj¢:1-2-(2,2-
diméthylpropionamidométhyl)pipérazine 17, 40 ml d’éthanol &t 1 ml de HCI
concentré. Sa masse est de 1,2 g. Rdt = 68,6%; Pf = 279°C; Rf = 0,13 (CHCl3 / MeQH
/NH40H, 80:20:2,v/v/v).

IR v max (Nujol): 1644 (C=0) cm"".
RMN'H (DMSO-dg) 5 ppm: 10,60-9,00 (2H, sl, 2HCI), 7,95 (1H, t, /=5 Hz, NHC=0),
4,00-3,00 (11H, m, 2NH, CH,NC=0, 7H de la pipérazine), 1,08 (9H, s, 3CH.).

31. Préparation du chlorydrate de la 2-(isopropyloxycarbonylaminaméthy!)
pipérazine 29 |

Il est obtenu a partir de 8 g (17,62 mmoles) de 1,4-dibenzyl-2-
- (isopropyloxycarbonylaminométhyl)pipérazine 18, 50 ml d’éthanol et 10 =l de HCI
concentré. Sa masse ést de 4,2 g. Rdt = 87%; Pf=237°C; Rf = 0,60 (CH,Cl, / MeQF /
NH4OH, 80:20:2,v/v/v). |
IR v max (nujol): 1712 (C=0) cm™’. |
RMN'H (DMSO-ds) (8 ppm): 10,01 (4H, sl, 2'NH,), 4,72 (1H, t, J=6 Hz, NHCO),
4,00-2,60 (9H, m, CH;N, 7H de la pipérazine), 1,14 (6H, d, J= 5,6 Hz,'“'2CH3).
RMN"“C (DMSO-ds) & ppm: 156,28 (C=0), 67,54 (OCH), 51,67 (CH de la
pipérazine), 42,08 (CH,NH), 22,03 (CH3), les CH; de la pipérazine sont masqués par
le signal du DMSO-ds.
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32. Préparation de la 1,4-di-(2, 2,2-tnchloroethoxycarbonyl)-z-(N N—dlméthvlthlo

carbamoyloxyméthyl)pnpérazme 30 ‘

Dans un erlenmeyer de 250 ml, on introduit 4,5 g (11,75 mmoles) de 1,4-
dibenzyl-2-(N,N-diméthylthiocarbamoyloxyhnéthyl)pipérazine 11 dans 50 ml de
benzeéne sec, et 6,5 ml (47,22 mmoles) de chlorure de 2,2,2-trichloroéthoxycarbonyle.
Le mélange est chauffé a reflux pendant 10 h. Aprés refroidissement, 50 ml d’éther
sont ajoutés, la phase organique est lavée 2 fois avec 40 ml d’une solution HC1 3N, et

- une fois a ’eau, puis séchée sur CaSO,, et ¢vaporée. Le résidu est purifié sur colonne

de gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 98 : 2, v/ v). La masse obtenue est de 3,73 g. Rdt = .

57%; Pf = 107,6°C; Rf = 0,60 (CH,Cl, / MeOH, 95 : 5,v/v).

TR v max (KBr): 2950 (C-H), 1723 (C=0) cm™,

RMN'H (CDCl;) & ppm: 5,00-4,30 et 4,30-3,90 (10H, 2m, CH,OC= S, 2CH2CCI3, 4H
de la pipérazine), 3,80-2,80 (3H, m, 3H de la pipérazine), 3,27 (3H, s, CH3), 3,03 (3H
s, CH;).

RMN"C (CDCl;) & ppm: 187,00 (C=S), 153,16 (C=0), 95,02 (CH,0CS), 74,97 :
74,85 (CCL,), 66,57 ; 66,24 (OCOCHy,), 49,87 (CH de la pipérazine), 43,65 ; 43,40 ;
39,44 (CH, de la pipérazine), 42,67 : 37,61 (CHs).

33. Préparation du chlorhydrate de la 2(N ;N-diméthylthiocarbamoyloxyméthyl)
pipérazine 31

Dans erlenmeyer de 150 ml, on introduit 3,70 g (6,68 mmoles) de 1,4-di-(2,2,2-
tﬁchloroéthoxycarbonyl)—Z-(I\J,N-diméthylthiocarbamoyloxyméthyl)pipérazine 30,
dans 15 ml de I’acide acétique glacial, et 5g de Zinc en poudre. Le mélange est agité a
température ambiante pendant 5 heures. La solution est alors filtrée, le filtrat est
neutralis¢ par une solution diluée de NaOH, puis extrait 3 fois a I’éther. La phase
organique est séchée sur MgSO,, et évaporée. Le résidu est chlohiydraté par traitement
avec une solution concentrée de HCl suivi d'évaporation sous vide pour conduire a
1,70 g de produit. Rdt = 87%; Pf = 237,1°C; Rf = 0,6 (CHCl, / MeOH / NH,OH, 80 :
20:2,v/v/v).
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Chapitre 1il: Partie expérimentale

IR v max (nujol): 3345 (N-H) cm™.
RMN'H (DMSO-d) 8 ppm: 10,01 (4H, sI, 2'NHy), 4,72 (IH, 1, J6 Hz, NHCO),
4,00-2,60 (9H, m, CH,N, 7H de la pipérazine), 1,14 (6H, d, J=5,6 Hz, 2CH3).

Amidification
34. Mode opératoire général pour obtenir les composés 32-44 g
Dans un erlenmeyer rodé, surmonté d’une ampoule 4 addition, et d’une garde de -
CaCly, sont introduits le sel de la diamine a traiter dans du dichlorométhane sec et 6 éq
de triéthylamine. On additionne goutte a goutte une solution de 2,5 €q de chlorure de
3,4,5-triméthoxybenzoyle dans le dichlorométhane sec. Le mélange est agité a
température ambiante pendant une nuit. Quelques millilitres d’éthanol sont ajoutés et
l'agitation poursuivie 1 h supplémentaire. La phase organique‘ est lavée avec une
solution de NaHCO,, et plusieurs fois a I’eau, puis séchée sur MgSO,, filtrée, et
évaporée sous vide. Le résidu est chromatographié sur colonne de gel de silice, et / ou

recristallisé.

35. Préparation de la 2-(éthoxycarbonyl)—1,4—di—(3,4,5—triméthoxybenzoyl)
pipérazine 32

A partir 14 g (60,61 mmoles) de chlorhydrate de 2-(éthoxycarb0nyl}pipérazine
19, on obtient 13,1 g de produit aprés recristallisation dans un mélange MeOH / éther.
Rdt =39,6%; PF = 122°C; Rf = 0,4 (CHCl3/ MeOH, 97 : 3, v/ v).

IR v max (KBr): 1735 (C=0 ester), 1635 (C=0 amide), 1586 (C=C arom) cm™.,
RMN'H (CDCly) & ppm: 6,59 (4H, s, H arom), 5,40-4,30 (3H, 3m, 3H de la
pipérazine), 4,15 (2H, q, J=7 Hz, OCH,CHj), 3,81 et 3,79 (18H, 2s, 60CH3), 3,60-
2,60 (4H, 2m, 4H de la pipérazine), 1,19 (3H, t, J=7 Hz, OCH,CHs).

RMN"C (CDCls)  ppm: 171,13 ; 170,54 (C=O amide), 169,08 (C=0 ester), 153,32 ;
153,14 ; 139,51 ; 129,81 ; 104,52 ; 104,13 (C arom), 61,86 (CH,OH), 60,72 ; 56,12
(OCHj3), 52,32 (CH de pipérazine), 44,95 (CH; de la pipérazine), 13,91 (OCH, CHs3).
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36. Préparation de la 2-cyano-1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine 33

Obtenu & partir de 0,64 g (5,76 mmoles) de 2-cyanopipérazine 3, le produit 33 ,
est purifié sur colonne de gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 99 : 01, v/ V). Sa masse est
de 1,7 g Rdt = 79%; Pf = 206°C; Rf = 0,35 (CH,Cl, / MeOH, 95 : 5, v (’;(’)

IR v max (nujol): 2224 (CN), 1660 (C=0 amide), 1582 (C=C arom) cm™.

RMNH (CDCI3) & ppm: 6,69 et 6,62 (4H, 2s, H arom), 5,41 (1H, m, 1H de la
pipérazine), 4,47-4,03 (3H, 2m, 3H de la pipérazine), 3,81 et 3,79 (18H, 2s, 60CHj;),
3,45-2,80 (3H, 3m, 3H de l1a pipérazine).

RMN"C (CDCls) & ppm: 171,16 ; 170,32 (C=O amide), 153,48 ; 140,37 ; 139,57 :
129,17 ; 127,90 ; 104,54 ; 104,36 (C arom), 116 (CN), 60,83 ; 60,78 : 56,26 (GCH,).
Microanalyse: C,sHxoN305: 499 g/mole. C%; H%; N%: Cal: 60,12; 5,81; 8.41. Tr;
59,85; 5,92; 8,30.

37. Préparation de la 2-(N,N—diéthylcarbamoyloxyméthyl)—1,4—di-(3,4,5—triméthoxy
benzoyl)pipérazine 34

Obtenu a partir de 2 g (6,94 mmoles) de chlohydrate de 2-(N,N-diéthyl
carbamoyloxyméthyl)pipérazine 20, le produit est purifié sur colonne de gel de silice
(CHCl; / MeOH, 99 : 1 puis 98 : 2, v / v). Sa masse est de 2,7 g. Rdt = 65%; Pf =
128,6°C; Rf = 0,35 (CHCl3 / MeOH, 97 : 3, v/ v).

IR v max (nujol): 1700 (C=0 carbamate), 1630 (C=0 amide), 1580 (C=C arom) cm™,
RMN'H (CDCI,) & ppm: 6,57 (4H, s, H arom), 5,10-3,90 (5H, 2m, CH,0, 3H de la
pipérazine), 3,80 et 3,79 (18H, 2s, 60CH;), 3,41 (2H, q, J=7 Hz, NCH,), 3,30-2,50
(6H, m, NCH,, et 4H de Ia pipérazine), 1,14 (3H, t, /=7 Hz, CHs), 1,09-0,80 (3H, sl,
CH,). ' .
RMN"C (CDCls) Sppm: 170,80 ; 170,64 (C=O amide), 155,08 (C=O carbamate),
153,33 ; 153,31 ; 139,52 ; 139,43 ; 130,30 ; 130,05 ; 104,37 ; 104,28 (C arom), 60,89
(CH,0), 60,77 ; 56,21 ; 56,18 (OCH3), 41,79 ; 41,10 (N(CH,CH3),), 13,16 ; 13,33
(N(CHCH3),).

69

(A IR I [ AR RN




Chapitre HI: Partic expérimentale

Mlcroanalyse C30H41N3010 603,67 g/mole. C%; H%, N%. Cal: 59,70; 6,84; 6,96.
Tr: 59,58; 691 6,82.

38. Préparation de la 2-(pipe’ridinocarbonyloxyméthyl)-1,4-di—(3',4,5-trime'thoxy'
benzoyl)pipérazine 35

Obtenu a partir 0,19 g (0,84 mmole) de 2-(pipéridinocarbonyloxyméthyl)
pipérazine 21, le produit est purifié sur colonne de gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 99 :
1, v/ v). Sa masse est de 0,15 g. Rdt =29 %; Rf = 0,50 (CHCl, / MeOH, 95 : 5, v/ v).

IR v max (nujol); 1694 (C=0 carbamate), 1631 (C=0 amide), 1584 (C=C arom) cm™.
RMN'H (CDCl5), 8ppm: 6,60 (4H, s, H arom), 5,30-4,00 (5H, 2m, CH,0, 3H de la
pipérazine), 3,80 (18H, sl, 60CHj,), 3,60-2,70 (8H, m, 2NCH, de la pipéridine, 4H de
pipérazine), 1,40 ( 6H, m, 3CH, de la pipéridine).

Microanalyse: C31H41N3010: 615,68 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 60,48; 6,71; 6,82.
Tr: 60,63; 6,73; 6,91,

39. Préparation de la 2-(pyrrolldmocarbonyloxyméthyl) 1,4-di-(3,4 5-tr1méthoxy
benzoyl)pipérazine 36

Obtenu a partir de 1,04 g (3,63 mmoles) de chlohydrate de 2-(pyrrolidino
carbonyloxyméthyl)pipérazine 22, le produit est purifié sur colonne de gel de silice
(CHxCl, / MeOH, 98 : 2, v / v), puis recristallisé dans un mélange méthanol / éther /
hexane. Sa masse est de 0,59 g Rdt = 29%; Pf = 145°C; Rf = 0,43 (CHCI; / MeOH,
95:5.v/v). |

IR v max (nujol): 1694 (C=0 carbamate), 1622 (C=0 amide), 1584 (C=C arom) cm™,
RMNH (CDCl;) dppm: 6,57 (4H, s, H arom), 5,30-4,00 (5H, m, CH,0, 3H de la
pipérazine), 3,81 ( 18H, sl, 60CHj), 3,60-2,30 (8H, m, 2NCH, de 1a pyrrolidine, 4H de
la pipérazine), 1,90-1,40 (4H, m, 2NCH,-CH, de la pyrrolidine).

RMN"C (CDCL) 3 ppm: 170,76 (C=0 amide), 153,97 (C=0 carbamate), 153, 26 ;
139,42 ; 139,26 ; 130,18 ; 130,10 ; 104,25 ; 104,10 (C arom), 60,47 (CH,0), 60,75 :
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56,15 (OCHs), 46,14 ; 45,60 (N(CH,), pyrrolidine), 25,42 ; 24,71 (N(CH,CH>),
ynohdme).

Microanalyse: C;)H3oN30,0: 601,66 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 59,98; 6,53; 6,98.

Tr: 59,88; 6,57; 7,04.

40. Préparation de la 2-(N-butylcarbamoyloxyméthyl)—1,4-di-(3,4,5-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 37

Obtenu a partir de 1 g (3,47 mmoles) de chlohydrate de 2-(N-butylcarbamoyl
oxyméthyl)pipérazine 23, le produit est purifié¢ sur colonne de gel de silice (CH,Cl, /
MeOH, 99 : 1, v/ v). Sa masse est de 0,61 g. Rdt = 29%; Pf = 101°C; Rf = 0,36
(CH,Cl,/ MeOH, 95 : 5, v/ v).

IR v max (nujol): 3390 (NH), 1717 (C=0 carbamate), 1620 (C=0O amide), 1586 (C=C
arom) cm™.

RMN'H (CDCl3) 3ppm: 6,58 et 6,57 (4H, 2s, H arom), 4,74 (1H, sl, NH), 4,60-3,90
(5H, 2m, CH,0, 3H de la pipérazine), 3,80 et 3,79 (18H, 2s, 6OCH3), 3,60-2,60 (6H,
2m, 2NHCH,, 4H de la pipérazine), 1,28 (4H, m, NHCH,(CH>),CHj3;), 0,82 (3H, t,
J=THz, CH;). |

RMNC (CDCl3) 6 ppm: 170,83 (C=0 amide), 155,65 (C=0O carbamate), 153, 27 ;
139,43 ; 130,16 ; 130,01 ; 104,33 (C arom), 60,89 (CH,0), 60,74 ; 56,17 (OCHj3),
40,71 (NHCH),), 31,76 (NHCH,CH,), 19,69 (CH;CH3), 13,51 (CH3).

Microanalyse: C;o114 N300, ¥ 1,0: 612,68 g/mole. C%; 11%; N%. Cal: 58,80; 6,74,
6,86. Tr: 58,90; 6,72; 7,92.

41. Préparation de la 2-(N—2,6-diméthylphénylure’idométhyl)—l,4-di-(3,4,5—
triméthoxybenzoyl)pipérazine 38

Obtenu 4 partir fie 3 g (785 mmoles) de diacétate de 2-(N-2,6-

'diméthylphényluréidométhyl)pipérazine 24, le produit est purifié sur colonne de gel de

silice (CHCl, / MeOH, 99 : 1, v/ v). Sa masse est de 890 mg. Rdt = 17%,; Pf = 153°C;
Rf=0,3 (CH,Cl,/ MeOH, 95 : 5, v/ v).
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IR v max (nujol): 3374 et 3235 (2NH), 1651 (C=O urée), 1624 (C=0O amide), 1586
(C=C arom) cm™.

RMN'H (CDC1_3) o ppm: 7,10-6,80 (3H, m, H arom, méta et para), 6,58 et 6,56 (4H,
2s, H arom ortho), 5,50-4,90 (6H, m, NH (échangeable), SH de la pipérazine), 4,85-
3,75 (12H, m, 40CH3), 3,75-2,60 (10H, 2m, 20CH;, CH,NHCO, 2H de la
pipérazine), 2,35-1,60 (7H, m, 2CH3,’NH échangeable).

RMN"C (CDCL) & ppm: 171,24 ; 170,79 (C=0 amide), 156,84 (C=0 urée), 153,37 :
153,15 ; 139,49 ; 139,40 ; 136,47 ; 134,03 ; 130,00 ; 128,36 ; 104,67 ; 104,43 (C
arom), 60,85 ; 60,77 ; 56,29 ; 55,95 (OCH}), 39.11 (CH2NH), 18,17 (CH,»).
Microanalyse: C3,H. N0y, % HaO: 664,31 g/mole. C%:; H%:; N%. Cal: 61.47: 6.61:
8,43. Tr: 61,43, 6,58; 8,62.

42. Préparation de la 2-(N-hexyluréidométhyl)—1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)
pipérazine 39

Obtenu & partir de 1,76 g (4,86 mmoles) de diacétate de 2-(N-hexyluréido
méthyl)pipérazine 25, le produit est purifié sur colonne de gel de silice (CH,Cl, /
MeOH, 99 : 1, v/ v). Sa masse est de 1,04 g.' Rdt = 46%; Pf = 94,8°C; Rf = 0,3
(CH,Cl,/ MeOH, 95 : 5, v/ v). |

IR v max (nujol): 3374 (NH large), 1631 (C=0 urée), 1621 (C=0 amide), 1584 (C=C
arom) cm™,

RMN 'H (CDCL3) & ppm: 6,61 et 6,59 (4H, 2s, H arom), 5,31 (1H, sl, NH), 5,10-3,90
(5H, m, NH, 4H de la pipérazine), 3,90-3,70 (18H, m, 60CHs), 3,70-2,60 (7H, m,
CH,NCONCH,, 3H de la pipérazine), 1,50-0,95 (8H, m, 4CH,), 0,77 (3H, t, .i=6,4 Hz,
CHy). | ‘
RMN"C (CDCls) & ppm: 171,43 ; 170,84 (C=0 amide), 158,43 (C=0 urée), 153,38 ;
153,28 ; 139,48:.130,09 ; 104,49 (C arom), 60,86 ; 60,79 67 ; 56,29 ; 56,21 (OCH;),
40,50 ; 39,05 (QHzNHCONHQHz), 31,40 (OCNHCH,CH,), 30,15 (OCNHCH,
CH,CH,), 26,45 (CH,CH,CH3), 22,46 (CH,CH;), 13,91 (CHa).
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Microanalyse: C3,Hy6N4Oo, % HyO: 644,33 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 59,65; 7.44;
8,70. Tr: 59,87: 7,50; 8,71.

43. Préparation de la 2-(N,N-diéthyluréidométhyl)—1,4-di-(3,4,5-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 40

Obtenu a partir de 0,47 g (1,63 mmole) de chlohydrate de 2-(N,N-diéthyl
uréidométhyl)pipérazine 26, le produit est purifié sur colonne de gcl de silice (CI1,Cl,
/ MeOH, 99 : 1 puis 98 : 2, v/ v). Sa masse est de 0,80 g. Rdt — 81%; P{ - 148°C; Rf
= 0,18 (CH,Cl,/ MeOH, 95 : 05, v/ v).

IR v max (nujol): 3389 (NH), 1634 (C=0 urée), 1619 (C=0 amide), 1584 (C=C arom)

-1
cm .

RMN'H (CDCI;) & ppm: 6,61 (4H, sl, H arom), 4,95 (1H, sl, NH), 4,14 (3H, ZIh, 3H
de la pipérazinc), 3,82 et 3,79 (18H, 25, 60CH;), 3,60-2,60 (10H, 2m, CH.NH,
INCH,CH, 4H de la pipérazine), 1,03 (6H, t, J=7Hz, 2NCH,CHs).

RMN"C (CDCl;) & ppm: 171,43 ; 170,95 (C=0 amide), 157,04 (C=0 urée), 153, 39 ;
153,29 ; 139,48 ; 130,28 ; 130,06 ; 104,41 (C arom), 60,81 ; 56,31 ; 56,22 (OCH;),

49.81 ; 47,10 ; 43,45 ; 39,51 (CH,NH, CH et CH, de la pipérazine), 41,11 (NCH,),
13,78 (CHs3).

Microanalyse: C30H4;N4Oo, % H,0: 616,20 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 58,48; 7,11,
9,09. Tr: 58,83; 7,07; 9,11.

44. Préparation de la 2-(N,N—dipropylnréidométhyl)-1,4-di—(3,4,5—triméthoxy
benzoyl)pipérazine; 41

Obtenu a partir de 0,47 g (1,30 mmole) de  diacétate de 2-(N,N-
dipropyluréidométhyl)pipérazine 27, le produit est purifié sur colonne de gel.dé silice
(CHCl / MeOH, 99 : 1 puis 98 : 2,,v/ v). Sa masse est de 0,50 g. Rdt = 61%; Pf =
78°C; Rf = 0,5 (CHxCl, / MeOH, 95 : 5, v/ V).
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Chapitre III: Partie expérimentale

IR v max (nujol): 3395 (NH), 1636 (C=0 urée), 1617 (C=0 amide), 1584 (C=C arom)

em’

RMN'H (CDCl;) § ppm: 6,60 et 6,58 (4H, 2s, H arom), 4,88 (1H, s, NH), 4,50-3.95
(3H, m, 3H de la pipérazine), 3.82 et 3.79 (18H, 2s, 60CH3), 3.60-3,30 (10H, 2m,
CH>NH, N(CH,CH,;CHs),, 4H de la pipérazine), 1,47 (4H, m, J=7,2 Hz, (CH,CH,
CH3)2), 0,80 (6H, t, J=7,2 Hz, (CH,CH,CH,),). |
RMNC (CDCls) 8 ppm: 171,43 ; 170,95 (C=0 amide), 157,43 (C=0 urée), 153,39 :
153,29 ; 139,51 ; 130,31 ; 130,07 ; 104,47 (C arom), 60,83 ; 56,31 ; 56,23 (OCHj),
49,82 ; 43,40 ; 39,75 (CH,NH, CH, et CH de la pipérazine), 49,01 (NCH,), 21,70
(CH,CH3), 11,27 (CHs).

Microanalyse: C;,HN,Oo, H,O: 648,7 g/mole. C%; H%; N%. Cal.: 59,25; 7.45;
8,64. Tr: 59,40; 7,32; 8,54.

45. Préparation de la 2-(2,2-diméthylpropionamidométhyl)—1,4-di-(3,4,5-
triméthoxybenzoyl)pipérazine 42 |

Obtenu a partir de 1,2 g (4,4 mmoles) de chlorhydrate de 2-(2,2-
dim¢thylpropionamidométhyl)pipérazine 28, le produit cst purifi¢ sur colonne de gel
de silice (CH,Cl, / MeOH, 98 : 2, v / v). Sa masse est de 0,9 g. Rdt = 34,6%, Pf =
146,5°C; Rf = 0,29 (CH,Cl, / McOH, 95 : 5, v/ ),

IR v maxk (nujol): 3391 (N-H), 1690 (C=0 amide aliph), 1618 (C=0O amide arom),
1584 (C=C arom) cm™,

RMN'H (CDCl;) 8 ppm: 6,60 et 6,58 (4H, 2s, H.arom), 6,35 (1H, sI, NH), 5,10-4,00

(3H, 2m, 3H de la pipérazine), 3,80 et 3,79 (18H, 2s, 60CHj;), 3,70-2,80 (6H i,

CH,NCO, 4H de la pipérazine), 1,10 (9H, sl, 3CH;).

RMN"C (CDCl3) dppm: 178,81 (NHC=0 amide), 171,10 ; 170,77 (C=0 amide),
153,26 ; 153, 11 ; 139,33 ; 129,84 ; 104,41 ; 104,29 (C arom), 60,71 ; 56,21 ; 56,18
(OCH3), 49,48 (CH de la pipérazine), 43,26 (CH,NH), 38,46 (C(CHj;);), 27,38 (CH;).
Microanalyse: C3;,Hy N3Oy, H,0: 605,69 g/mole. C%; H%,; N%. Cal: 59,49; 6,82;
6,94. Tr: 59,68; 7,14; 7,23. |
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46. Préparation de la 2-~(isopropyloxycarbonylaminométhyl)-1, 4—d1-(3 4,5-
trlmethoxybenzoyl)plpérazme 43

Obtenu a partir de 2 g (7,30 mmoles) de chlorydrate de 2-(isopropyloxy
- carbonylaminométhyl)pipérazine 29, le produit est purifié sur colonne de gel de silice
(CHxCl,/MeOH, 99 : 1, v/ v). Sa masse est de 3 g. Rdt = 70%; Pf = 138°C; Rf = 0,3
(CHCl,/ MeOH, 95 : 5, v/ v).

IR v max (KBr): 3368 (N-H), 2976 (C-H arom), 2838 (C-H), 1717 (C=0 carbamate),
1622 (C=0 amide), 1585 (C=C arom) cm™. o
RMN'H (CDCl;) & ppm: 6,60 (2H, s, H arom), 6,58 (2H, s, Harom), 5,00 (1H, sl,
NH), 4,80 (1H, sep, J= 6,2 Hz, OCH), 4,60-3,90 (3m, CHoNHCO, 1H de la
pipérazine), 3,81, 3,79, et 3 ,70 (18H, 3s, 60CH3), 3,70-2,70 (6H, 2m, 6H de Ia
pipérazine), 1,15 (6H, 2d, J=6,2 Hz, 2CH,). .
RMN"C (CDCL) & ppm: 170,97 ; 170,67 (C=O amide), 156,22 (C=0 carbamate),
153,25 ; 139,30 ; 139,18 ; 130,25 ; 129,81 ; ; 104,21 (C arom), 67,94 (OCH), 60,56 ;
56,03 ; 55,96 (OCHs;), 39,31 (CH,NH), 21,94 ;21,84 (CH3).

Microanalyse: CxoH39019N3, % H,0: 598,65 g/mole. C%, H%; N%. Cal: 58,18; 6,73;
7,01. Tr: 58,22; 6,89; 6,91.

47. Préparation de la 2-(N,N-diméthyltbiocarbamoyloxyméthyl)—1,4—¢.li-(3,.{é,5-w7:'" _
triméthoxybenzoyl)pipérazine 44

Obtenu a partir de 1,70 g (6,20 mmoles) de chlorhydrate de 2-(N,N-
diméthylthiocarbamoyloxyméthyl)pipérazine 31, le produit est purifié sur colonne de
gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 99 : 1, v/ v). Sa masse est de 2,3 g Rdt = 63%; Pf =
171°C; Rf = 0,24 (CHCl, / MeOH, 97 : 3, v/ v).

Ce composé est aussi obtenu selon le méme mode opératoire que le composé
46, a partir de 2 g (3,97 mmoles) de 2-(hydroxyméthyl)-1,4-di-(3,4,5-

mmethoxybenzoyl)plperazme 45, 0,19 g de NaH (4 60 %) et 0,9 g (1,5 €q) de chlorure
de diméthylthiocarbamoyle. Sa masse est de 1,2 g Rdt=51%.
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IRv max"(KBr): 1623 (C=0), 1582 (C=C arom) cm™.

RMN'H (CDCI3) (8 ppm): 6,59 et 6,57 (4H, 2s. H arom), 5.40-3,90 (5H, m,

CH,0OC=S$, 3H de la pipérazine), 3,82, 3,80 et 3,79 (18H, 3s, 60CHS), 3,70-3,35 (2H.

m, 2H de la pipérazine), 3,25 (3H, s, CH;), 3,20-2,30 (5H, m, CH;, 2H de 1a

pipérazine).

RMN"C (CDCL3) & ppm: 186,88 (C=8), 170,65 (C=0), 153 ,23 ;139,32 ; 139,10 ;
130,00 ; 104,15 ; 103,89 (C arom), 66,38 (CH,0), 60,64 : ;56,18 ; 56,14 (OCHs;), 42,67
;37,53 (CHy).

Microanalyse: C23H37N3098 591,68 g/mole. C%; H%: N%. Cal: 56,85; 6,26; 7,10.

Tr: 56,73; 6,41; 697

48. Préparation de la 2-(hydroxyméthyl)—1,4-di—(3,4,5-triméthoxybenzoyl) ‘
pipérazine 45 7

Dans un ballon de¢ 500 ml, on introduit 10 g (18,31 mmoles) de 2-
(¢thoxycarbonyl)-1,4-di-(3,4,5- -triméthoxybenzoyl)pipérazine 32, dans 100 ml de
méthanol et la solution est refroidie 3 0°C dans un bain de glace. On ajoute
progressivement toutes les heures 7 g (10 éq) de NaBH,. Le mélange est agité une nuit,
puis 100 ml de méthanol sont ajoutés et on extrait 3 fois avec 50 ml de
dichlorométhane. La phase orgamque est lavée, puis séchée sur MgSO,, et évaporée.
Le résidu est recristallisé dans un mélange MeOH / éther. La masse obtenue est de

6,50 g. Rdt = 70 %; Pf = 139°C; Rf = 0,45 (CH,Cl, / MeOH, 90 : 10, v/ v).

IR v max (KBr): 3370 (O-H), 1636 (C=0), 1581 (C=C), cm™.

RMN'H (CDCL) & ppm: 6,59 (4H, s, H arom), 5,25-3,90 (4H, m, CH,G, OH
€changeable, 1H de la pipérazine), 3,80 et 3 ,79 (18H, 2s, 6 (OCHys), 3,706-2,76 (6H, I,
oH de la” plperazme)

RMN"C (CDCly) & ppm: 171,51 (C=0), 153,23 ; 139,60 ; 139 24 - ; 130,23 ; 129,47
104,52 ; 104,14 (C arom), 60,73 : 56,11 (OCH), 59,16 (CH,0H), |

Microanalyse: C2sH3,006N,: 504,54 g/mole. C%; H%; N%: Cal: 59,51; 6,39; 5,55. Tr:

59,30, 6,46; 5,39.
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49. Préparation de la 2-(N,N-diéthylthiocarbamoyloxyméthyl)-1,4-di-(3,4,5-
triméthoxybenzoyl)pipérazine 46 _

Dans un e;lgnmeyer rodé de 250 ml, surmonté d’une ampoule 2 addition, 0,1 g
de NaH (a 60% eh dispersion dans I’huile minérale) est introduit dans 10 ml de DMF.
Une solution de 1 g (1,98 mmole) de 2-(hydr0xyméthyl)-1,4-di-(3,4,5,-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 45, dans 10 ml de DMF est ajoutée goutte a goutte et le mélange
est chauffé a 80°C. A la fin du dégagement total d’hydrogéne, le m¢élange est ramené a
la température ambiante et une solution de 0,36 g (2,37 mmoles) de chlorure de N,N-
diéthylthiocarbamoyle, dans 10 ml de DMF est additionnée goutte a goutte. Aprés 5
heures de chauffage a4 80°C, la solution est refroidie, puis extraite 3 fois avec du
dichlorométhane. La phase organique est lavée plusieu;s fois & I’eau, séchée sur
MgSO, et évaporée. Le résidu est purifié sur colonne de gel de silice. On obtient ainsi
800 mg de dérivé 46. Rdt = 65%; Pf = 175°C; Rf = 0,43 (CH,Cl, / MeOH, 95 : 5, v
). ‘

IR v max (KBr): 3045 (C-H arom), 2974, 2834 (C-H), 1614 (C=0), 1582 (C=C arom)

cm™,

RMN'H (CDCL,) 8 ppm: 6,60 (2H, s, H arom), 6,59 (2H, s, H arom), 5,40-4,60 et
4,60-4,00 (5H, 2m, CH,OC=S, 3H de la pipérazine), 3,82, 3,80 et 3,79 (18H, 3s,
60CH;), 3,75-3,10 (4H, 2m, S=CN(CH,CH,;), 2H de la pipérazine), 3,41 (2H, q, J=7
Hz, S CN(CLLCl), 3,10-2,75 211, m, 211 de la pipérazine), 1,14 et 0,98 (611, 21, .J- 7
Iz, 2CI1,). |
RMN™C (CDCl;) 3 ppm: 186,30 (C=S), 170,84 ; 170,71 (C=0), 153,41 ; 153, 28 :
139,48 ; 139,30 ; 130,12 ;""104,43 ; 104,05 (C arom), 66,53 (CH,0), 60’,78 ; 56,29
(OCHa), 47,86 ; 43,31 (N(CH,CH;),), 13,20 ; 11,80 (N(CH,CH,),). |
Microanalyse: C;,H, N;0,S, V5 H,0: 628,74 g/fnole. C%; H%; N%. Cai: 57,31, 6,57;
6,68. Tr: 57,52; 6,48; 6,55.
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50. Préparafion dela 2-(éthylcarbonyloxyméthyl)—1,4-di-(3,4,5-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 47

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, surmonté d’une ampoule a addition et
placé dans un bain de glace, sont introduits 0,5 g (1 mmole) de 2~(hydroxyméthyl)-1,4-
di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine 45 et 2 ml de triéthylamine dans 10 ml de
dichlorométhane. Une solution de 0,1 ml (1,15 mmole) de chlorure de propionyle dans
10 ml de dichlorométhang est ajoutée goutte a goutte. Aprés 3h de reflux, la phase
organique est lavée plusieurs fois 4 l'eau, séchée sur MgSQ, et le solvant évaporé. |.e
produit est purifié sur colonne de gel de silice (CH,Cl, / MeOH, 99 : 1, v/ v), puis
recristallisé dans un mélange MeOH / éther. On obtient ainsi 0,46 g &e produit 47. Rdt
= 82%; Pf=140°C; Rf = 0,39 (CH,Cl, / MeOH: 95 15, v/v), ‘

IR v max (KBr): 2954 (C-H arom), 2840 (C-H), 1746 (C=0 ester), 1630 (C=0 amide)
1586 (C=C arom) cm™.

RMN'H (CDCls) & ppm: 6,55 (4H, s, H arom), 5,20-3,95 (5H, 2m, CH,0, 3H de la
pipérazine), 3,80 (18H, sl, 60CHs), 3,50-2,60 (4H, m, H de 1a pipérazine), 2,16 (ZH,
m, CH,CHy), 1,00 (3H, t, J=7 Hz, CH,CH). |

RMN"C (CDCl,) & ppm: 173,73 (C=0 ester), 170,69 (C=0 amide), 153,25 ; 139,41 ;
130,04 ; 129,86 ; 104,17 (C arom), 59,94 (CL1,0H), 60,68 ; 56,07 (OCH3), 27,10 (CH,
CHy), 869 (CH,CHy). |
Microanalyse: Cas8H36N,040: 560 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 60,00; 6,42; 5.00. Tr:
59,80 6,53; 4,93, |

31. Préparation de la 2-(phénoxycarbonyloxyméthyl)—1,4—di—(3,4,5-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 48 ‘

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, surmonté d’une ampoule i addition et
placé dans un bain de glace, sont introduits 1 g (1,98 mmole) de 2-(hydroxyméthyl)-
1,4-di-(3,4,S-triméthoxybenzoyl)pipérazine §~ et 0,6 ml de pyridine dans 10 m] de
dichlorométhane. Une solution de 0,5 ml (3,98 mmoles) de chloroformate de phényle

dans 5 ml de dichlorométhane est ajoutée goutte a goutte. Apres 3h d'agitation, la
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phase organique est lavée avec 15 ml d'une solution de NaOH 1M, 3 fois avec de I'eau,
puis avec 15 ml d'une solution de HCI 1M et plusieurs fois 4 I’eau, séchée sur MgSO,
et évaporée. Le produit est recristallisé dans un mélange MeOH / éther. On obtient
amnsi 0,77 g de composé 48. Rdt = 62%; Pf = 154°C; Rf = 0,34 (CH.CI, / MeOH, 95 -
5, v/v).

IR v max (KBr): 2958 (C-H arom), 2838 (C-H), 1768 (C=0 carbonate), 1631 (C=0
amide), 1587 (C=C arom) cm".

RMN'H (CDCl5) & ppm: 7,14 (5H, m, O-Ph), 6,58 (4H, s, H ortho Ph(OCH;),), 5,40-
4,00 (5H, 2m, CH,0C=0, 3H de 1a pipérazine), 3,77 et 3,73 (18H, 2s, 60CHj,), 3,50-
2,80 (4H, m, 4H de la pipérazine). |

RMN"C " (CDCly) & ppm: 17113, 170,70 (C=O amide), 150,64 (C=0
carbamate),153,27 ; 139,44 ; 139,27 ; 130,02 ; 129,73 ; 129,38 ; 126,15 ; 120,74 ;
104,17 (C arom), 64,61(CH,0), 60,67 ; 56,06 ; 53,97 (OCH,). |
Microanalyse: C32H36N,0,;: 624 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 61,53; 5,76; 4,48. Tr:
61,70; 5,79; 4 55.

52. Préparation de la 3—(N,N-diéthylcarbramoyloxyme'thyl)-1-(3,4,5-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 49

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, surmonté d’unce ampoule .a addition, dune
garde de CaClz,‘ct refroidi dans un bain de glace-sel (-5-0°C), sont inlroduils‘S 2
(17,36‘ mmoles) de chlorhydrate de 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)pipérazine 20
dans 50 ml de dichlorométhane sec, et 9,6 ml (4 éq) de triéthylamine. On additionne
trés lentement, goutte a goutte, une solution de 4 g (17,34 mmoles) de chlorure de
3,4,5-tn'méthoxybenzoyle dans 50 ml de dichlorométhane sec. Le mélange est agité a
0°C pendant 6h. 11 est ensuite lavé avec une solution de NaHCO;, et plusieurs fois a
’eau, puis séché sur MgSO,, filtré et ¢vaporée sous vide. Le résidu obtenu est
chromatographié sur colonne de gel de silice avec (CH,Cl, / MeOH, 98: 2, v/ v), pour
conduire 4 6 g de produit 49. Rdt = 84 %; Rf=0,9 (CH,Cl, / MeOH, 95 - 5, v/v).
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Chapitre I1: Partie expé-imentale

IR v max (nujol): 3260 (NH), 1695 (C=0 carbamate), 1625 (C=0 amide) cm":
RMN'H (CDCL) & ppm: 6,51 (21, S, H arom), 4,10-3,00 (3H, m, CH,0, 1H de Ia
pipérazine), 3,80 (9H, sl, 30CHs), 3,50-2,60 (10H, m, N(CH,CHy),, 6H de 1a
pipérazine), 1,82 (1H, sl, NH), 1,03 (6H, m, N(CH,CH,),).

S3. Préparation de la 3-(N ,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-l-triphénylmétliyl
pipérazine 50

Dans un erlenmeyer rodé de 250 ml, surmonté d’une ampoule 3 additionner,
d’une garde de CaCl,, et refroidi dans un bain de glace-sel (-5-0°C), sont introduits 5 g
(17,36' mmoles) de chlorhydrate de 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)pipérazine 20
dans 50 ml de dichlorométhane sec, et 9,6 ml (4 éq) de triéthylamine. On additionne
goutte a goutte, une solution de 4,83 g (17,32 mmoles) de chlorOtﬁphénylmétl;h.ne dans
50 ml de dichlorométhane sec et le mélange est agité pendant 72 h. Apres ia’\lzlage avec
une solution de NaHCO,, et plusieurs fois a l’éati, la phase org;lﬁiqﬁé estmséché\e sur
MgSO0,, filtrée, et ¢vaporée sous vide. On obtient ainsi 7,52 g de produit 50. Rdt = 95
%; Rf=0,16 (CH,Cl, / MeOH, 97 3,v/v).

IR v max (nujol): 3320 (NH), 3045(C-H arom), 2974, 2834 (C-H), 1695(C=0), 1595
(C=C arom) cm™, ' |
RMN'H (CDClL) & ppm: 7,40 (6H, m, H arom), 7,10 (9H, m, H arom), 3,86 (2H, m,
CH;0), 3,50-2,45 (8H, m, N(CH:CH,),, NH, 3H de Ia pipérazine), 2,00-1,10 (4H, m,
4H de la pipérazifle), 0,97 (6H, m, N(CH,CH;),).

RMN"¢C (CDCIQ)“S ppm: 155,46 (C=0), 129,26 ; 127,40 ; 125,91 (C arom), 66,85
(CH;0), 54,68 (CH de pipérazine), 51,50 ; 48,78 ; 45,75 (CH, dela pipérazinf:)._ 41,67

; 41,21 (N(CH,CHs),), 13,93 13,45 (N(CH,CH,),).

54. Préparation de la 2-(N,N-die’thylcarbamoyloxyméthyl)—1-(3,4,5-trime’thoxy
benzoyl)-4-triphe'nylméthylpipérazine 51

Dans un erlenmeyer de 250 ml, sont introduits 7,5 g (16,45 mmoles) de 3-(N,N-
diéthylcarbamoyloxyméthyl)-l-triphénylméthylpipérazine 30, 7 ml de triéthylamine et
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60 ml de CH,Cl,. On additionne goutte a goutte, une solution de 4,44 g (19,25 -
mmoles) de chlorure de 3,4,5-tr1'méthoxybenzoyle dans 50 ml de CH,Cl,. Le mélange
est agité une nuit puis lavé avec une solution de- NaHCO; et plusieurs fois a ’eau. La
phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée, évaporée sous vide et le résidu est
chromatographié rapidement sur un verre fritté rempli de gel de silice, en utilisant le

CHCl; comme éluant. On obtient ainsi 9,52 g de composé 51. Rdt = 9%, Rf=0,33
(CH,Cl,/ MeOH, 97 : 3,v/). |

IR v max (nujol): 1701 (C=0 carbamate), 1616 (C=0 amide), 150" {(C=C arom} cm”

RMN'H (CDCL) & ppm: 7,38 et 7,19 (15H, 2m, (Ph);), 6,49 (2H, s, H ortho |
Ph(OCHj;)3), 4,99 et 4,41 (2H, 2m, 2H de 1a pipérazine), 3,83 (2H, m, CH,0), 3,74 et
3,73 (OH, 2s, 30CHs), 3,59 (2H, q, J=7 Hz, N(CH,CHa)), 3,60-2,60 (6H, m,
N(CH,CH;), 4H de la pipérazine), 1,79 (1H, m, 1H de la pipérazine), 1,09 (6H, m,
N(CH,CHj),).

RMN"C (CDCls) & ppm: 169,97 (C=0 amide), 155,78 (C=O carbamate), 152,96 ;
138,96 ; 130,86 ; 129,13 ; 127,53 ; 126,20 ; 104,31 (C arom), 62,83 (CH,0), 60,66 ;
56,02 (OCH,), 49,25 (CH de la pipérazine), 48.97 - 48,00 ; 4493 (CH, dc Ia
pipérazine), 41,69 ; 41,12 (N(CH,CH,),), 13,90 : 13.43 (N(CH,CH,),).

SS. Préparation de Ia 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)—1-(3,4,5-triméthoxy
benzoyl)pipérazine 52

6,5 g (9,98 mmoles) de 2-(N,N-diéthylcarbamoy]oxyméthyl)—1-(3:4,5-m'
méthoxybenzoyl)-4-niphényhnéthylpipérazine 31 sont dissous dans 100 m! de MeOH
et 6 ml d’une solution de HCI 12 N, sont additionnés progressivement. Aprés 10 min

d’agitation, le MeOH est évaporé. Le résidu est repris dans du CH,Cl,. La phase

~ organique est lavée avec une solution saturée de NaHCO;, trois fois 4 I’eau, puis

séchée sur MgSO,, filtrée, et évaporée sous vide. Le produit est purifié sur colonne de
gel de silice, en utilisant successivement le CHCl; et CH,Cl, / MeOH, 97 : 3, viv
comme éluants. On obtient ainsi 3,8 g de composé 52. Rdt = 93%, Rf = 0,11 (CH,Cl, /
MeOH, 97 : 3, v/ v).
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IR v max (IIHJOI) 3330 (NH), 1693 (C=0 carbamate), 1632 (C=0 amide), 1584 (C= C
arom) cm™!

| RMN’H (CDCL3) 8 ppm: 6,55 (2H, s, H arom), 4,90-4,40 (2H, m, 2H pipérazine), 4,29

(2H, m, CH,0), 3,79 et 3,77 (9H, 2s, 30CH;), 3,40-2,50 (9H, 3m, N(CH,CH,),, 5H
de la pipérazine), 1,37 (1H, sl, NH), 1,02 (6H, t, J=7 Hz, N(CH,CHy),).

RMN"C (CDCl3) & ppm: 170,44 (C=0 amide), 155,36 (C=0 carbamate), 153,07 :
138,95 ; 130,94 ; 104,08 (C arom), 61,44 (CH;0), 60,62 ; 56,10 (OCHy), 45 86 (C de
la pipérazine), 41,67 ; 41,07 (N(CH;CHs3),), 13,88 ; 13,25 (N(CH,CH,),).

§6. Préparation de la 3—(N,N—die'thylcarbamoyloxyméthyl)—l-_(3,4,5-trime’thoxy
thiobenzoyl)pipérazine 53
Dans un erlenmeyer de 100 ml, on introduit 1,7 g (3,66 mmoles) de 3-(N,N-

diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-(3,4,S-Uiméthoxybéhzoyl)pipérazine 49 dans 35 ml de |

THF. La solution est refroidie a 0°C dans un bain ds glace et 1,5 g (3,71 mmoles) de
réactif de Lawesson est alors ajouté par petites fractions. Le mélange est agité a la
méme température pendant 30 min, puis le solvant est €vaporé sous vide et le résidu
purifié rapidement sur colonne de gel de silice avec successivement le CH,CI,; puis le
mélange CH,Cl, / MeOH 99 : 1, v/ v comme éluants. On obtient 1,1 g de composé
53 Rdt — 62%: Rf-0.,i8 (CHC1,/ McOH, 95 : 5, v/ V).

Le produit est engagé directement daris Ia réaction d’amidification pour la préparation

du composé 56.

S7. Préparation de la 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyme’thyl)—1-(3,4,5-trime’thoxy

thiobenzoyl)pipérazine 54

Préparé comme le composé 53, a partir de 1,4 g (3,44 mmoles) de 2-(N,N-
diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-(3,4,5-tn'méthoxybenzoyl)pipérazine 52 et 1,4 g (3,46
mmoles) de réactif de Lawesson, le produit est purifié sur colonne de gel de silice

(CHxCl, / MeOH, 99 : 1, v/ V), pour donner 1,2 g de composé 54. Rdt = 82% ; Rf =
0 18(CH2C12/MeOH 95:5,v/v).
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Chapitre [11: Partic expérivientale

Le produit est engagé directement dans la réaction d’amidification pour la préparation

du composé 55.

58. Préparation de la 2-(N,N—diéthylcarbamoyloxyméthyl)—1,4-di-(3,4,5-
triméthoxythiobenzoyl)pipérazine 57

Préparé comme le composé 53, a partir de 0,50 g (0,83 mmole) de 2-(N,N-
djethylcarbamoyloxymethyl)-l 4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoy!)pipérazine 34, 10 ml de
THF et 0,70 g (1,73 mmole) de réactif de Lawesson, le produit est purifié sur colonne
de gel de silice avec (Cl1,Cl, / McOIL, 99 : 1, v/ v). On obiicnt ainsi 0,46 g de
composé §7. Rdt = 87%; Pf = 95°C; Rf = 0,34 (CH,C!,/ MeOH, 95 : 5, v/ v)

IR v max (KBr): 1701 (C=0), 1582 (C=C arom) cm’.

RMN'H (CDCl;) & ppm: 6,49 (4H, s, H arom), 5,80-3,90 (3H, m, 3H de la
pipérazine), 4,09 (2H, m, CH;0), 3,80 (18H, sl, 60CH,), 3,60-2,10 (8H, 2m,
N(CHCH;),, 4H de la pipérazine), 1,04 (6H, m, N(CH,CH,),).

RMN"C (CDC13) & ppm: 202,94 ; 202,64 (C=S), 154,93 (C=0), 153,28 ; 138,76 :
137,71 ; 137,45 ; 103,33 (C arom), 61,07 (CH;0), 60,82 ; 56,24 (OCH); 41,93 : 41,29
(N(CHCH),), 14,08 ; 13,41 (N(CH,CH;),).

Microanalyse: C;H,N;05S,, ¥4 H,0: 644 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 55,90; 6,52;
6,52. Tr: 55,78; 6,64; 6,32.

§9. Préparation de la 2-(N,N-diéthylcarbamyloxyméthyl)-4-(3,4,5—triméthoxy
benzoyl)-'-1-(3,4,5-triméthoxythiobenzoyl)pipérazine 55

Dans un ballon de 50 ml, muni d’une garde a CaCl,, on introduit 1,20 g (2,82
mmoles) de 2-(N, N-diéthylcarbamoyloxyméthy1)-1-(3,4,5- -triméthoxythiobenzoyl)
pipérazine 53 dans 30 ml de dichlorométhane sec, 0,80 ml de triéthylamine et 0,78 g
(3,38 mmoles) de chlorure de 3,4,5-triméthoxybenzoyle. Le melapge agité a
température ambiante pendant une nuit puis lavé avec une solution de NaHCO;, et
plusieurs fois 4 I’eau. La phase organique est séchée sur MgSO,, filtrée, évaporée sous

vide et le résidu est chromatographié sur colonne de gel de silice avec (CH,CI, /
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MeOH, 99 : 1, v/ v) puis recristallisé dans un mélange MeOH / éther. On obtient ainsi
0,40 g de produit 58. Rdt = 23%; Pf = 175°C; Rf = 0,44 (CH,Cl, / MeOH, 95 : 5, v
v).

TR v max (KBr): 1699 (C~O carbamatc), 1642 (C-O smidc) 1588 (C~=C arom) cm™,
RMN'H (CDCl5) & ppm: 6,58 (2H, s, H arom), 6,28 (2H, m, H arom), 5,10-4,00 (3H,
2m, 3H de la pipérazine), 4,17 (2H, m, CH,0), 3,81, 3,78 et 3,77 (18H, 3s, 60CH,),
3,70-2,60 (8H, 3m, N(CH;CHs),, 4H de la pipérazine), 1,04 (6H, m, N(CH,CH),).
RMN"C (CDCL) & ppm: 202,53 (C=5), 170,66 (C=O amide), 155,04 (C=0
carbamate), 153,26 ; 153,07 ; 139,41 ; 138,41 ; 137,76 ; 129,60 ; 104,22 {C arom),
60,91 (CH,0), 60,82 ; 56,12 ; 56,04 (OCH;), 54,81 ; 47,65 (C de-la pipérazine), 41,72
; 41,10 (N(CH,CHs)y), 13,90 ; 13,27 (N(CH,CH3),).

Microanalyse: C3oH, N;00S: 619 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 58,18; 6,62; 6,78. Tr:
58,01; 6,89; 6,60.

60. Préparation de la 2-(N,N-diéthylcarbaimoyloxyméthyl)—1-(3,4,5-triméthoxy
thiobenzoyl)-4-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine 56

Obtenu comme le composé 55, a partir de 0,25 g (0,6 mmole) de 3-(N,N-
diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-(3,4,5-triméthoxythiobenzoyl)pipérazine 54 dans 10 ml]
de dichlorométhane sec, 0,20 ml de triéthylamine et 0,2 g (0,87 mmole) de chlorure de
3,4,5-triméthoxybenzoyle, le produit est purifié sur colonne de gel de silice (CH2C12 /
MeOH, 99 : 1, v / v), puis recristallisé dans un mélange MeOH / éther / hexane. On
obtient ainsi 0,15 g de produit 56. Rdt = 41%,; Pf = 106°C; Rf = 0,53 (CH,CL, /
MeOH: 95: 5, v/ v).

IR v max (KBr): 1691 (C=O carbamate), 1631 (C=0 amide), 1584 (C=C arom) cm".
RMN'H (CT)CI;) S ppm: 6,58 (2H, s. H arom ). 6,45 (2H, m, H arom), '5,30—4,70 (2H,
2m, 2H de la pipérazine), 4.50-4.00 (3H, 2m, 1H de la pipérazine, CH,0), 3,80 et 3,77
(18H, 2s, 60CH3;), 3,60-2,60 (8H, m, N(CH>CH3),, 4H de 1a pipérazine), 1,03 (6H, m,
N(CH,CHs)y). |
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RMNEC (CDCL) 5 ppm: 202,23 (C=S), 170,54 (C=O amide), 155,00 (C=0
carbamate), 153,24 ; 139,55 ; 138,43 ; 137,53 ; 129,83 ; 129,62 ; 104,31 (Carom),
61,15 (CH,0), 60,70 ; 60,65 ; 56,12 (OCH3), 51,65 ; 49,30 ; 48,77 (C de la
pipérazine), 41,75 ; 41,00 (N(CH:CHj),), 13,93 ; 13,26 (N(CH,CHy),).

Microanalyse: Cs0H4N3O6S: 619 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 58,15; 6,62; 6,78. Tr:
58,04; 6,94; 6,63.

61. Préparation de la 2-(N,;N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1,4-di-(3,4-diméth0xy
benzoyl)pipérazine 58 | |

Obtenu selon le mode opératoire général de I’amidification a partir de 3,36 g
(11,67 mmoles) de diamine chlorohydratée 20, 5,80 8 (2,5 éqg) de chlorure de 3,4-
diméthoxylbenzoyle et 10 ml de triéthylamine, le produit est purifié sur colonne de gel
de silice (CH,Cl, / MeOH, 99 : 1, v/ v). On obtient 3,35 g de produit 58. Rdt = 53%;
Pf=104°C; Rf = 0,49 (CH,CI,/ MeOH, 95 5, v/ V). |

IR v max (nujol): 1693 (C=0 carbamate), 1622 (C=0 amide), 1583 (C=C arom) cm’.
RMN'H (CDCl) & ppm: 6,95 (2H, s, 2H, arom), 6,92 et 6,79 (4H, 2d, J=8 Hz, 2H; et
2Hg arom), 5,10-4,10 (3H, 2m, 3H de la pipérazine), 4,03 (2H, m, CH,0), 3,84 (12H,
sl, 40CH3), 3,75-2,70 (8H, 2m, N(CH,CHs,),, 4H de 1a pipérazim;), 1,13 (6H, sl,
N(CH,CHs),).

RMN"C (CDCL) & ppm: 170,87 ; 170,71 (C=O amide), 154,98 (C=0 carb:a’mate);
!56,44 ; 150, 37 ; 148,95 148,83 ; 127,06 ; 126,89 ; 120,04 : 119,84 ; 110,25 (¢
arom), 60,75 (CH,0), 55,78 (OCH;), 41,68 ; 40,98 (N(QﬁZCH3)2).,~13,75 . 13,25
(N(CH,CH3),). |
Microanalyse. C2sH3704N;: 543,62 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 61,86; 06,86; 07,73.
Tr: 61,93; 06,77; 07,84, |
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Chapitre 111 Partie expérimentale

62. Préparation de la 2-(N, N—dlethylcarbamoyloxymethyl)—1 4-di-(2,4 —diméthoXy
benzoyl)plperazme S9

Obtenu selon le mode opératoire général de l’amidiﬁcatic'-.-é partir de 0,5 g

(1,75 mmole) de diamine chlorohydratée 20, 1g (2,5 éqg) de chlorure de 2 4~

diméthoxylbenzoyle et 10 ml de triéthylamine, le produit est purifié sur colonne de gel

de silice avec (CH,Cl, / MeOH, 99 : 1, v/ v). On obtient 0,96 g de prooun £9. Rdt =
49%; Pf = 85°C; Rf = 0,27 (CHCl,/ MeOH, 95 : 5, v/v).

IR v max (nujol): 1708 (C=0 carbamate), 1606 (C =0 amide), 1600 (C=C arom) ¢m"

RMN’H (CDClLs) 8 ppm: 7,12 (2H, m, 2H; arom), 6,44 (4H, m, H56 arom), 5,10- 4,10
(3H, 2m, 3H de la pipérazine), 4,02 (2H, m, CH,0), 3,75 (12H, sl, 40CH3;), 3,60-2,50
(8H, 2m, N(CH,CH;),, 4H de la pipérazine), 1,09 (6H, sl, 2CH,).

RMN™C (CDC;) & ppm: 168,39 (C=0 amide), 151,78 (C=0 carbamate), 156,45 :
154, 96 ; 129,63 ; 117, 53 ;104,94 ; 98,17 (C arom), 60,74 (CH,0), 55.33 (OCHy),
47,49 ; 43,10 ; 42,31 (C de 1a pipérazine), 41,68 : 40,98 (N(CH2CH1,2) 13,71 ;13,35
(N(CH,CHs),).

Microanalyse. CasH3704N3, H,0: 561 g/mole C%, H%; N%. Cal: 59, 89 6,81; 7,48.
Tr: 59,79; 7,05; 7,26.

63. Préparation de la 2-(N,N—diéthylcarbamoyloxyméthyl)—1,4-dibenzoyl
| pipérazine 60
Obtenu selon le mode opératoire général de I’amidification a partir de 0,50 g
(1,74 mmole) de diamine chlorhydratée 20, 0,42 ml (2,1 €qg) de chlorure de benzoyle

et 1,50 ml de tnethylamme le produit est purifié sur colonne de gel de silice (CH,Cl, /

MeOH, 99,5 : 0,5, v/ v). On obtient ainsi 0,60 g de produit 60. Rdt = 82 %; Pf =
121°C; Rf = 0,2 (CH,Cl, / MeOH, 98 - 2, v/v).
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IR v max (nujol): 1692 (C=0 carbamate), 1627 (C=0 amide), 1577 (C=C ar(')m)fcm".
RMN'H (CDCl3) & ppm: 7,34 (10H, sl, H arom), 5,10-4,10 (3H, 2m, 3H de la
pipérazine), 4,04 (2H, m, CH0), 3,90-2,30 '(8H, 2m, N(CH,CH;),, 4H de la
pipérazine), 1,01 (6H, sl, 2CH3). _

RMN"C (CDCl;) § ppm: 171,06 (C=0O amide), 155,12 (C=O carbamate), 135,08 :
134,87 ; 130,02 ; 128,58 ; 128,53 ; 126,93 (C arom), 60,71 (CH,0), 55,78 (OCH3),
41,85 ; 41,16 (N(CH,CH,),), 13,88 ; 13,36 (N(CH,CH;),).

Microanalyse. C,,HxO,N3: 423 51 g/mole. C%; H%; N%. Cal: 68,06; 06,95; 09,92.
Tr: 68,15; 06,95; 09,95.
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Chapitre IV

I-Activité anti-PAF
1. Introduction ,
Le pouvoir antagoniste de nos' molécules est mesuré bar Pinhibition de la
fixation du PAF i son récepteur. Les molécules ont été testées in vitro pour leur
potentialité  inhiber I’ agrégation plaquettaire induite par le PAF.
L’activité antagoniste est déterminée par la Cls, (concentration molaire
provoquant une inhibition de 50% de I"agrégation maximale), sur un plasma riche en
plaquettes (PRP) selon la méthode de Cazenave (89). Le PRP a été obtenu i partir de

sang prélevé chez le lapin. La Cly, est déterminée a ¢ artir de courbes « effet-dose ».

2. Méthode expérimentale
2. 1. Préparation des plaquettes de lapin

Le sang est prélevé de ’oreille de lapins New-Zealand albinos males ou
femelles dans des tubes Falcon de 50 ml contenant un anticoagulant, l’PDTA dont la

concentration finale est de 5 mM. Apres centrifugation 4 1500 rpm pendant 20 min a
température ambiante, le surnageant est centrifugé a nouveau a 3200 rpm pendant 15
min a température ambiante. Le culot est lavé avec une solution tampon (NaCl 137
mM, KCl 2,7 mM, NaH2P04 0,42 mM, NaHC03 12 mM, glucose 5 55 mM, MgCl, 1

mM, gélatine 0,25 %, EGTA 0,2 mM) puis centrifugé de nouveau a 3200 rpm pendant
15 min. Cette opération est répétée deux fois. Le culot plaquettaire issu du second
lavage est repris dans une solution tampon a pH 7.4 le nombre de plaquettes par pl de

suspension est compté (Coultronics, France) et ajusté a 400 000 cellules / ul avec 12

méme tampon.

2. 2. Mesure de I’agrégation plaquettalre
2. 2. 1. Principe

Les plaquettes en suspension dans le plasma diffractent un faisceau lumineux.
Ce phenomene peu{ €tre évalué en mesurant la transmission lumineuse. Lors du
regroupement des plaquettes en agrégats sous 1’action d’un stimulus ou d’un agent
agrégant (agoniste), le milieu s’éclaircit. 11 est donc possible de suivre 1’agrégation

plaquettaire par la mesure de la variation de trouble de la suspension au cours du
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temps (mesure turbidimétrique). Cette technique mise au point par Cazenave (8%), peut

Cire utlhsee avec des plaquettes en suspension dans un miliey tampon.

2.2. 2. Protocole expérimental

Dans un tube de mesure d’agrégation plaquettaire en verre, muni d’un agitateur
galvanisé, 500 ul.d’une suspension de plaquettes lavées contenant 4 10° cellules / ul
sont agités énergiquement dans I’agrégométre, 4 37°C. A cette suspension sont ajoutés
5 pl d’une solution de CaCl, 0,2 M, 2 ul de fibronogéne et 5 ul de solvant (DMSO ou
EtOH) ou le produit a tester dilué dans le méme solvant. Aprés deux minutes, ’agent
agrégant, le PAF (2,5 nM) est ajouté et la variation de transmission de la lumiére
enregistrée pendant cinq minutes. Les produits sont testés & différentes concentrations
et chaque mesure est répétée deux fois, L’activité antagoniste ou antiagrégante est

exprimée par la Cls, et déterminée 3 partir de courbes «effet-dosey.

I-Activité anti-VIH

Ces tests ont été effectués dans le laboratoire du Professeur Dominique
Dormont au CEA. |

L’inhibition de la réplication du VIH-1 est évaluée par la mesure de l'activité de
la transcriptase: inverse (TDH dans les surnageants de culture de monocytes /’
macrophages infectés par Iisolat VIH-1/Ba-L. Les doses effectives 50%

correspondant a l'activité antivivale des composés sont caculées a partir des activités

T1 cumulées en utilisant le logiciel "Dose-effects analysis with microcomputers” mis

au point par Chou (90).
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I11-Résultats et discussions

Les activités biologiques anti-PAF et anti-VIH de nos molécules sont
regroupées dans les tableaux 9 a 14, le PMS 601 (composé 34) etant chaqde.’foié pri5
comme référence. Comme dans les résultats préliminaires, nous avons pris le parti de
classer nos composés par ordre de lipophilie croissante estimée par la contribution du
substituant R, calculée selon Rekker et coll. (64). |

1/ Modification du substituant R en position 2 de la pipérazine

CH;0 OCH,
] / \ I
CH,0 C—N  N—C OCH,
CH;0 :R OCH,

Tableau 9 . _
Anti-PAF | Anti-VIH
Ne R fr_ | (Cls,pM) | (Clso, pM)
36 02 10 >100
—CHz—O—ﬁ—NG |
o . ,
43 CH, 0,334 5 - 25
—CHNH—C~0—CH |
0o CH,

* 53% d'inhibition 4 la dose de 10 pM.
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a) Partie amine de la fonction carbamate

Les résultats du tableau 9 montrent que la cyclisation de la d1ethylamme du
composé de référence 34 (PMS 601) a des effets contraires sur les deux activités, anti-
PAF et anti-VIH. Elle est tres dommageable 4 I’activité anti-virale puisque le cycle a 6
(composé 35) est de 8 4 9 fois moins actif (ClIso de 95 uM) et le cycle 4 5 (composé 36)
est totalement inactif (Cls, >100 uM). En revanche, 'activité anti-PAF, quant a elle,
est nettement améliorée par le groupement pipéridine (composé 35), 100 fois plus actif
que le PMS 601, et reste inchangée avec la pyrrolidine dans le composé 36. La
lipophilie peut-elle étre incriminée? OUT pour I’augmentation de 1’activité anti-PAF-
les composés 35 et 37 présentent un meilleur ancrage hydrophobe vis a vis du
récepteur du PAF que le PMS 601. NON pour I’activité anti-virale puisque le composé
37 avec une amine monosubstituée plus lipophile que la diéthylamine est aussi actif

que le PMS 601 sur le VIH. La cyclisation introduit probablement une géne stérique
defavorable a ’activité anti-VIH.

b) Enchainement des atomes du groupement carbamate

Dans le composé 43, I’azote et Poxygéne de la fonction carbamate ont été
intervertis.
Si Iactivité anti-PAF reste inchangée (Clsy = 5 uM), Ieffet sur le VIH n’est que
légérement diminué (le composé 43 est deux fois moins actif que le PMS 601). Pour
vérifier que ceci n’est pas la conséquence d’un éventuel effet stérique di au
groupement isopropyle, il serait judicieux de synthétiser I’analogue du composé 43 a

chaine linéaire.

¢) Modification du groupement fonctionnel carbamate

Deux groupements fonctionnels proches de cette fonction ont été étudiés: amide
et uréate. Les résultats sont visibles dans le tableau 10.
Une constatation majeure s’impose: quel que soit le groupement fonctionnel, amide ou
uréate, I’activité anti-PAF des composés a presque ou totalement disparu et la
lipophilie n’est absolument pas en cause, les composés 42, 38, 41 et 39 ayant un fg trés

voisin de celui du PMS 601. En revanche, il n’en est pas de méme pour I’activité anti-
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VIH. Si I’'amide est totalement inactif, tous les uréates synthétisés possédent une
activité anti-virale. Le composé 39 en partlcuher se révele 10 fois plus actif (Cl,, = 1
HM) que notre référence. 1l semble qu’avec ce groupement fonctlonnel une nouvelle

série, différente de la précédente apparaisse, et que nous puissions découvrir des

composeés plus actifs encore sur le VIH, donc intéressants méme s’ils ont perdu leur

potentiel anti-inflammatoire.

Tableau 10
Anti-PAF Anti-VIH
Ne R fR_| (ClspM) | (Cls uM)
40 ’ CH,CH, 0,564 | 6% a 10 uM 40
—-CHz—NH—ﬁ—N\
O CHCH,
42 CH, 0,331 >100 >100
[}
—CH,"NH-C—C—CH,
O CHs
38 0,345 | 30% 4 10 uM 32
CHs :
—CH,NH-C-N  CHs
H S
H
a1 CH,CH,CH, 0,474 | 8% a 10 uM >10°
—-CHQ—NH-lc—N .
O CHCHCH,
SHCH; o
—CH—0—C - S
O CHCH, - . e
CHZCHZCHZCHZCH20H3 0,763 | 22% a 10 uM 1
H

* 25% d'inhibition 4 10 uM.

I est possible aussi que cette nouvelle série ait un comportement différent
puisqu’un composé beaucoup plus hydrophile tel que le composé 40 présente
cependant une activité anti-VIH non négligeable (bien que 4 fois plus fzible que celle

du PMS 601). Dans le composé 38, une géne stérique est peut-étre impliquée et le
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remplacement du noyau 2,6-diméthylé par des aromatiques substitués moins
encombrants est a etudier. | ' ,

 La structure spatiale de I'uréate, trés différente de celle du carbamate n’est peﬁt-
étre pas étrangére a ces comportements inattendus. En effet, les formes tautomeéres
engendrées par les deux fonctions ainsj que la possibilité de former des liaisons

hydrogéne ne sont pas les mémes et la mod¢lisation moléculaire pourrait apporter un
€clairage fructueux.

d) Autres groupements fonctionnels
Afin de ne pas passer a coté de quelque chose d'éventuellement important, nous

avons testé¢ les intermédiaires réactionnels. Les données sont regroupées dans le

tableau 11. Parmi les composés beaucoup moins lipophiles que le PMS 601, le nitrile.

33 (R =CN) et I’alcool 45 (R = CH,OH), seul Ialcool 45 donne un résultat intéressant
comme anti-PAF (Cls, = 1,27 HM), mais aucun comme anti-VIH. Le nitrile 33 n’a

méme pas pu étre testé a cause de son insolubilité dans le milieu.

Tableau 11
Anti-PAF Anti-VIH
N° R fr (Clso, pM) | (Cliso, pM)
33 —C=N -1,041 | 38% a 10 uM ND*
45 —CH,-OH -0.951 1,27 >100
47| 0,488 0,158 | ~100°

—CH;—0—G—CH,CH,
0

—CH,—0—C~C(CHy,
o

0,63

oo (O
o

* Non déterming: composé insoluble dans le DMSQ, solvant utilisé pour le test. ® 47% d'inhibition a 100 nM.
* composé ¢, voir les résultats préliminaires tableau 2, chapitre I1. * 25% d'inhibition a 100 uM.
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En revanche, le carbonate 48 (R = CH,OCOPh) est 12 fois plus actif en anti-PAF
et aussi actif en anti-VIH que le leader. Cependant, sa toxicité 4 Ia dose de 100 uM lui
confére un index thérapeutique inacceptable. |

Enfin, I’ester isolipophile du PMS 601, le propionate 47 R = CH,0COEY)
préparé pour vérifier si Pactivité médiocre sur le VIH de I’ester c(R= CH,O0COCMe;)
de I’étude préliminaire n’était pas due a sa trop grandg lipophilie, en dépit d’une bonne
activité en anti-PAF, a donné un résultat décevant sur le VIH. Ceci peut apporter zne
preuve complémentaire de la nécessité d’un hétéroatome (O ou N) a la suite du
carbonyle pour I’activité anti-VIH, constatation en accord avec le piéﬁ‘e résultat obtenu
avec I’amide 42 du tableau 10 et les activités non négligeables du carbonate 48 du

tableau 11, du carbamate inversé 40 et des divers uréates du tableau 10,

2/ Modiﬁcatioli des substituants en position 1 et 4 de Ia pipérazine

Les différents résultats sont répertoriés dans le tableau 12.

Comme nous ’avions déja constaté pour I’activité anti-PAF (65), 1a suppression
d’un méthoxyle en position méta (composé 58) des triméthoxybenzoyles PMS 601
(34) ne modifie pas I’affinité de ce composé pour son récepteur. Il semble qu’il en soit
de méme pour Iactivité anti-VIH. e composé 58 inhibant la réplication de 42% a 10
MM montre une efficacité équivalente a celle du leader. En revanche, le déplacement
du méthoxyle de la position méta i la position ortho (composé 39) a une conséquence
dramatique sur les deux activités. En ce qui concerne I’activité anti-PAF , deux raisons
peuvent étre invoquées: (i) cette transformation a modifié le caractére électronique du
«cache-oreilles», la position et/ou Iimportance des potentiels ¢lectrostatiques négatifs
dont la nécessité a été prouvée (46) ne sont alors plus respectées; (ii) le méthoxyle en
ortho introduit une gene stérique défavorable' a la conjugaisdn ‘et/ou au bon
positionnement du «cache-oreilles». Pour ce qui est de Iactivité anti-virale, on ne peut
que supposer que les potentiels électrostatiques jouent 13 aussi un rdle que seules la
connaissance de la cible touchée dans la réplication du VIH par ce type de molécules
et éventuellement la modélisation moléculaire nous permettront de comprendre.

L’importance des méthoxyles est encore confortée par la totale inactivité du composé

60, qui en est dépourvu.
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Tableau 12

0
i/ \ ¥
Ar—C—N N—C-Ar
CH20$,>N(CHzCHa)z
(o)

Anti-PAF Anti-VIH
Ar (Clso pM)
CHy

CH;0 6,5 42% 4 10 pM

59 OCH, >100 >100
o
60 6% a 10uM | 22% a 10uM
3/ Composés soufrés

Un de nos objectifs était de voir I’évolution des activités biologiques en

remplagant un ou des carbonyles (C=0) du PMS 601 par des thiocarbonyles (C=S).

Ces modifications ont été effectuées soit sur 1’

oreilles» et les résultats sont présentés dans les tableaux 13 et 14.

U8 DEEne om0
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a) Fonction thiocarbamate du substituant R
Tableau 13

CH3O - OCH,

.CHz0 C-N  N—-C

OCH,

CH50 R OCH,

N° R

Anti-PAY | Anti-VIH
Clas, 1M) _

I&l
k:
&

16% a 5uM ND

&
Q
o

1.6 76% a 100
uM

* Non déterminable car composé trés toxique méme 4 la dose de 10 M

Le remplacement du carbonyle du carbamate du PMS 601 (34) par un
thiocarbonyle (composé 46), qui ne semblait pas modifier de fagon fordamentale Ia

structure de la molécule, est totalement néfaste a l'activité anti-PAF. Dans la mesure de

Pactivité anti-virale, ce composé s’est révélé trés toxique, méme i la dose relativement

faible de 10 uM. Ce Comportement étant peut-étre la conséquence de ’augmentation

de lipophilie apportée par le soufre par rapport a Poxygeéne. Nous avons essayé de

compenser cette augmentation en éliminant deux méthylénes (composé 44). La double

activité s’en est trouvée nettement améliorée, en anti-PAF (Cls, = 1,6 uM), et avec une

activité anti-virale (76% d'inhibition de la réplication a 100 ;M) non négligeable.
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Chapitre 1V

b) Fonction thiocarbamide en position 1 et/ou en position 4 de la pipérazine
Tableau 14

CH,0 | OCH,

X Y ‘
C—N ‘N—&QOCH;,
CH,0 \ OCH,
' CHOCN(CH,CH;),

] Anti-PAF Anti-VIH
Ne X Y (Clso, uM) (Clso, pM)
34 O (0] 8 . 11
55 0 S 0,44 >100
56 S s} 0,6 41% 4 10 uM
57 S S 0,35 - <10°

*76% d’inhibition a 10 uM.

Les composés 55, 36 et 57, montrent une activité anti-PAF de 10 a 20 fois
supérieure a celle du [eader (composé 34). Ceci peut s’expliquer par la différence de
lipophilie due a I'atome du soufre. En ce qui concerne l'activité anti-virale, il est
curicux de constater que pour une augmentation de lipophilie globale identique, la
position dku thiocarbonyle ¢n 1 ou ¢n 4 de la pipérazine joue un role aussi important.
.Situé en 1, A ¢6té de Pappendice en 2, le soufre rend la molécule (compqsé 35)
inactive alors qu’en position 4 (composé 56) la ClI;, fréle leé 10 UM, proche de celle
du leader (composé 34). Ce résultat est en contradiction avec les données obtcnucs
quand les deux cotés sont modifiés (cdmposé S7). Les 76% d'inhibition a 10 uM
contre 50% a 11 uM pour le PMS 601, et une CI;, bien meilleure en anti-PAF en fait
un excellent candidat 3 la double activité. Une réserve s’impose cependant: le composé
37 s’est révélé toxique & 100 pM, mais ceci n’est pas rédhibitoire dans |a mesure ou
d’autres  modifications chimiques sont réalisables pour améliorer index

thérapeutique.
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IV-Conclusion et perspectives

Nous avons atteint nos objectifs mais il reste encore beaucoup a faire compte-
tenu de tous les éléments positifs récoltés au cours de ce travail.

Du point de vue chimique, toutes les molécules envisagées ont été synthétisées
en utilisant des méthodes simples, un nombre d’étapes relativement faible et des
rendements satisfaisants. Une adaptation des procédés de laboratoire 3 ’échelle
industrielle en cas de commercialisation d’un candidat sélectionné dans cette série de
pipérazines tri substituées serait donc relativement aisée.

En ce qui concerne les effets biologiques, les diverses moditications réalisées
aussi bien au niveau du substituant en position 2, que sur les azotes en 1 et 4 de la

pipérazine confirment le résultat préliminaire: il n ‘existe aucune corrélation entre les
deux activités, anti-PAF et anti-VIH.

Les modiﬁcatiéns au niveau du substituant en position 2 nous ont permis non
seulement de vérifier nos premiéres}constatations mais aussi d’enrichir cette série de
nouvelles hypothéses.

® Pour la double activité, le meilleur groupement fonctionnel reste la fonction
carbamate, & condition que le substituant de I’azote ne soit pas trop encombrant.

Le composé 37 (R = CH,OCONH(CH,);CH;) se révéle méme un meilleur

leader que le PMS 601, légérement plus efficace en anti-VIH mais surtout, 10

fois plus puissant en anti-PAF.

* En remplagant la fonction carbamate par la fonction uréate, nous avons méme
réussi a dissocier totalement les deux activités. Le composé 39 R =
CHZNH(,ONH(CH2)5CH3), 10 fois plus actif sur le VIH que le PMS 601 est

~ totalement dépourvu d’activité anti-PAF. II est a noter, dans ces deux derniers
cas (composés 37 et 39), la présence de groupements NH susceptibles d’établir
des liaisons hydrogene et I’hypothése d’interactions renforcées a ce niveau avec
un €ventuel récepteur est a creuser.

* Cette opportunité est peut-étre aussi 4 exploiter dans plusieurs cas:

- Le composé 43 (R = CH,NHCOOCH(CHs),), le «carbamate a I’enversy,

dans lequel le groupement isopropyle introduit un effet stérique qui semble
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défavorable a I’activité anti-VIH comme nous avons pu le constater dans le
cas des carbamates a amine cyclique 35 et 36.

- L amlde 42 qui posséde un NH mais dont le groupement tertiobutyle
encombrant représente probablement un handicap.

- Il en est de méme pour le thiocarbamate 44 CR = CH,OCSN(CH;); pour
lequel il serait intéressant de tester le remplacement de 1’azote dlsubstltué
par son analogue monosubstitué R= CH20CSNHCH2CH3)

Les modifications au niveau du «cache-oreilles», quant a elles réaffirment

la nécessité de la présence et du bon positionnement des groupements.

méthoxyles aussi bien pour I’activité anti-PAF qu’anti-virale.

Nous étudions actuellement Ia possibilité de ne conserver qu’un seul des deux
groupements triméthoxybenzoyle, 1’autre étant remplacé par des aryles ou
polyaxyles plus hydrophobes, pour faciliter Ie passage de la barriére
hématoencéphalique et les résultats des tests in vitro sont trés encourageants.
L’introduction du soufre a ce niveau, en dépit d’une augmentation de la

toxicité, améne une amélioration de Ja double activité qu’il convient d’élucider.

Le point sur le mode d'action

Bien que ce ne soit pas directement Pobjectif de ce travail, il nous paraii

intéressant de donner ici un apergu sur ce que nous savons du mode d’action.

Les études menées par les biologistes avec le PMS 601(34) ont permis de

démontrer que celui-ci:

est inactif sur la transcnptase Inverse et la protéase virale. Il se démarque donc
des composés actuellement utilisés en trithérapie dans le traitement du SIDA.

est inactif sur la PAF-AH, enzyme responsable de dégradation du PAF. Son
activité -anti-PAF ne procéde donc pas un phénoméne d’activation de cette
enzyme.

n’a pas d'action sur les transports ioniques membranaires de Ca®*, K*, Na’,
qu’ils soient passifs ou dépendaﬁts de I'ATPase Na*/K*.

T T
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En revanche, le PMS 601 (68):

® présente une action sur les phases précoces du cycle blologlque du VIH. En
effet, il interagit avec le domaine de liaison du VIH au recepteur CD4+ e
diminue son expression i la surface des macrophages. Cette interaction est
mdependante du co-récepteur CCRS, spécifique des macrophages, sur lequel le
PMS 601 ne se fixe pas. |

* montre aussi une action sur les phases tardwes du cycle blologlque du VIH car
il diminue I'expression générale des protéines virales,

® diminue la synthése de deux médiateurs essentiels de l'inflammation, le PAF et

lc TNF-a dans les macrophagcs.

® diminue la neurotoxicité médiée par le PAF*,

Au stade ou nous en sommes, il est difficile d’attribuer un mécanisme d’action

bien défini au PMS 601. Les études se poursuivent et sont Justifiées par les propriétés

suivantes:

e Le PMS 601 n'est pas toxique, au moins au niveau cellulaire, vis-a-vis des
macrophages dérivés des monocytes.

e 1l vient d’étre démontré que le PMS 601 marqué au *H est capable de traverser
le barriére hématoencéphalique*. 11 serait donc susceptible d’empécher la
réplication du VIH au niveau du cerveau, objectif primordial qui avait été fixeé,

e Enfin, contrairement 4 un autre antagoniste du PAF, le RP55778, qui dimir::e
I'efficacité de I'AZT et de la ddI (91), le PMS 601 potentialise in vitro l‘actiQité
antivirale de I'AZT, la molécule anti-SIDA  la* plus utilisée, dans les
macrophages dérivés des monocytes.

D'autres tests sont évidemment en projet tels que I'évaluation de la toxicité du -
PMS 601 in vivo et I'étude de sa pharmacocinétique (biodisponibilité) chez la souris.

Ces résultats, trés encourageants nous conf:ortent donc dans I’idée qué le PMS
601 (34), ou I'un de ses analogues, pourrait constituer une s&atégie thérapeutique
nouvelle dans le cadre des infections par le VIH.

*résultats non publiés.
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Annexe

Structure et nomenclature des Produits 1a60

Ne° Structure Nomenclature
1 /\ 1,4-dibenzyl-2-
- @—CH—;N N-CH, ey
\_< (éthoxycarbonyl)pipérazine
CO,CH,CH, '
2 7\ 1,4-dibenzyl-2-éyanopipérazine
O o
' CN
3 2. s
3 HN/_\NH | cyanopnpgrazme ‘
CN
4 /\ 1,4-dibenzyl-2-
O Qo -
\_< (hydroxyméthyl)pipérazine
CH,OH
5 /\ 1,4-dibenzyl-2-(aminométhyl)pipérazine
Orol ol
CH,NH,
6 /\ 1,4-dibenzyl-2-
O Qe
\_< (phénoxycarbenyloxyméthyl)pipérazine
CH,0COPh
7 /\ 1,4-dibenzyl-2-(N,N-diéthyl
o ol ) o
L( ‘ aminocarbonyloxyméthyl)pipérazine
‘ CHOCN(EY),
O
8 @_ 7\ -@ 1,4-dibenzyl-
CHyN  N-CH,
\_< (pipéridinocarbonylexyméthyl)
CH?OCONO pipérazine
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nNe

O e
¢
CHZOCOD

1,4-dibenzyl-2-
(pyrrolidinocarbonyloxyméthyl)

pipérazine

10 O_ /\
CHyN. N-CHQO
—

1,4-dibenzyl-2-(N-
butylcarbamoyloxyméthyl)pipérazine

CHOCNHC,Hq
O I
11 7\ 1,4-dibenzyl-2-(N,N-
O QoD
dlmethylthlocarbamoyloxymethyl)
CH2°CN(CH3)2

pipérazine

SaYe G %@

CHoNHCN
o

1,4-dibenzyl-2-(N-2,6-
diméthylphényluréidométhyl)

pipérazine

jlaxecrs

CH,NHCNHCgH;5

1,4-dibenzyl-2-(N-hexyluréidométhyl)

pipérazine

[ OO

CHNHCOPh

1,4-dibenzyl-2-
(phénoxycarbonylaminométhyl)

pipérazine

gfaserya

1,4-dibenzyl-2-(N,N-
diéthyluréidométhyl)pipérazine

CHNHCN(CH,CHy),
o
16 1,4-dib 1-2-(N,N-
16 O—CHg-N/_\N-CHz _@ »4-dibenzyl-2-(N,
L& dipropyluréidométhyl)pipérazine
CHNHEN(CH,CH,CHy),
o
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17
T O

1,4-dibenzyl-2-(2,2-
diméthylpropionamidométhyl)

CHzNH%OCH(Cng
o

CHNHCC(CH, pipérazine |
8 -
18 1,4-dibenzyl-2-
COron Qe ;
L& (isopropyloxycarbqnylamino)pipe’razine

)

HN  “NH, 2HCl

Chlorhydrate de la 2-

éthoxycarboxylpipérazine

CO,Et
0 - -
20 HN/ \NH 2 Hel Chlorhydmte de la 2-(N,N
die'thylcarbamoyloxymét-hyl)pipérazine
CHOCN(E),
O
21 N H 2-(p1pendmocarbonyloxyméthyl)
pipérazine
CHOCN )
o
22 Chlohydrate de la 2-

(pyrrolidinocarbonyloxyméthyl)

pipérazine

23 /T Chlohydrate de la 2-(N-
HN  NH,2HCI |
\—< buty!:zarbamoyloxyméthyl)pipérazine
CH;OCNHC H,
o
24 Diacétate de Ia 2-(N-2,6-

HN NH , 2CH;COH

cmNHﬁNHg@ "
0

diméthylphényluréidométhyl)

pipérazine
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diacétate de la 2-(N-hexyluréidométhyl)

25
= HN  NH, 2CH;CO.H
pipérazine
CHNHCNHCeH13
0]
26 /\ Chlorhydrate de la 2-(N,N-
HN  NH, 2HCI
dié¢thyluréidométhyl)pipérazine
CHoNHCN(E), ' o
0
27 /7 \ . Diacétate de la 2-(N,N-
= HN  NH, 2CH,CO.H
~—{ dipropyluréidométhyl)pipérazine
CHNHCN(Pr), B
O
28 Chlorhydrate de la 2-(2,2-
HN  NH, 2HCI |
diméthylpropionamidométhyl)
CHNHCC(CH,)3 « s .
S pipérazine
29 Chlorydrate de la 2-
HN NH , 2HCI
(isopropyloxycarbonylaminométhyl)
CH,NHCOCH(CH,), P
S pipérazine
30 o o} 1,4-di~(3,3,3-trichloropropionyl)-2-
i 1
ClsCCH,C—N, - N—CCH,CCl (N, N-dlmethylthlocarbamoyloxymethyl)
CH,OCNMe), pipérazine
S
31 Chlorhyrate de la 2-(N,N-
HN NH , 2HCI
diméthylthiocarbamoyloxyméthyl)
CH,O0CNMe), e s .
4 pipérazine
32 CHyO o OCHj, 2-(éthoxycarbonyl)-1,4-di-(3,4,5-
CHaO—b—é N/_\,N—a OCHs triméthoxybenzoyl)pipérazine
0020H20H3 Hs
P AW W e 1) W e
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2-cyano-1,4-di—(3,4,5-

CH,0 OCHj4
2 M9 .
CH;0 C-N  N—=C OCH;, triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH0 C Ny OCHj,
34 CH;0 o o OCH, 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-
cmo-@—é—NHN—BQ-ocm 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)
CH0 - OCH, pipérazine PMS 601
CH0CN(CH,CHy),
35 CHyO o o OCH, 2-(pipéridinocarbonyloxyméthyl)-1,4-
CH;«)O&—N/-—\N—_-&QOCH;, di~(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH,0 '\ OCH,
CHOCN
)
36 CH:0 o o OCH, 2-(pyrrolidinocarbonyloxyméthyl)-1,4-
cHao~§_:->—3—N/_\N—3~Q—OCH3 di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH;0 OCHj
CHOeN )
0
37 CH0 o o OCHs 2~(N-butylcarbamoylosyméthyl)-1,4-di-
CHz0 @-&—N/_\ "Q—OCHa (3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine
'\ OCH,
CH20CNHC4H9
38 CHZQ o o OCH;, 2-(N-2,6-diméthylphényluréidométhyl)-
no/ N\
CHso—@—c-N N-CQ‘O% 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)
eh0 CHzNH%NHOCHV \ pipérazine
x —
39 CH,0 o o OCH, 2~(N-hexyluréidométhyl)-1,4-di-(3,4,5-
cmo‘b-g—N/_\N-ngcm triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH;0 OCH;,
CHNHCNHCgHss
0
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40 CH:0 o o OCH; 2~(N,N-diéthyluréidométhyl)-1,4-di-
/\ .
CH0 N W oCH; | (3,4,5-triméthoxybenzoyl) pipérazine
CH;0 OCH3
CHNHCN(CH,CHa),
(0] /
41 CHO 5 o OCH, 2-(N,N-dipropyluréidométhyl)-1,4-di-
/\ _
CH«»Oi—N N%Q—ocm (3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine
CHO \ \ OCH,
CHoNHCN(CH,CH,CHy),
o
42 CHO o o OCH, 2-(2,2-diméthylpropionamidométhyl)-
CHao—§j>—&-—N/__\N—é':«<;§—ocH3 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)
CH;0 \ OCHj | pipérazine
CHoNHEC(CHg)s
0
43 | cHo o o OCH, 2-(isopropyloxycarbonylaminométhyl)-
cn-go—@-é':—N/_\N—g‘Q'ocm 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl) ,
CH;0 '\ OCH; pipérazine
CHaNHCOCH(CHy),
o)
44 CH,0 o o OCH, 2-(N,‘N-diméthylthiocarbamoyloxy
C%O‘C‘g—N/_\N—g OCH; méthyl)-1,4-di-(3,4,5-triméthoxy
CH,0 \ OCH, benzoyl)i:izérazine
CH0CN(CH,),
S
45 CH;0 o o OCH; 2-(hydroxyméthyl)-1,4-di-(3,4,5-
CH@@—&—N/_\N—PJ OCH, triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH;0 OCH
CH,0H
46 CH0 o o ocH; | 2-(N,N-diéthylthiocabamoyloxyméthyl)-
CHO g L OCH; 1,4-di-(3,4,5-triméthoxybenzoyl)
CH,0 OCH, pipe'razine |
CH0GN(CH,CHy),
S
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47 CH;0 o o OCH; 2-(propanoyloxyméthy‘l)-l,4-dif(3,4,5-
CH,0 g—NmN—g OCH, triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH;0 OCH
CH0CCHCH,
o)
48 CH,0 o o OCHj3 2-(phénoxycarbonyloxyméthyl)-1,4-di-
/ N\
CHyO CN  N-& OCHy | (3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH;0 OCH,
CH,0COPh
0
49 CH,0 3-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-
CH0 5':—NmNH (3,4,5-triméthoxybenzoyl)pipérazine
CH;0 CHOCN(CH,CHy),
o}
0 - -di -1-
30 (PHIC—N \ 3-(N,N dléthylcarb?m@yloxyméthyl) 1
' triphénylméthvipipérazine
CHO0CN(CH,CHa),
O
S1 OCH, 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-
o) . s
(Ph)ac—N/ \N—& OCH, (3,4,5-triméthoxybenzoyl)-4-
triphénylméthylpipérazine
OCH, pheny Yipip {
CH,OCN(CH,CHy),
o)
52 OCH, 2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-
O
' HN/ \N—é': OCH, (3,4,5-trime’thoxybenzoyl)pipérazine
OCH,
CHOCN(CH,CHy),
o
53 CH,0 3-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-
S
CHO <";_.N\_<“NH (3,4,5-triméthoxythiobenzoyl)pipérazine
CHO CHOCN(CH,CHy),
o]
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2~(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-1-
(3,4,5-triméthoxythiobenzoyl)pipérazine

2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-4-
(3,4,5-triméthoxybenzoyl)—1-(3,4,5-
triméthoxythiobenzoyl)pipérazine

IUI
N

2- (N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-4-
(3,4,5-triméthoxythiobenzoyl) 1-(3,4,5-

triméthoxybenzoyl)pipérazine

2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyme'thyl)—
1,4-(3,4,5-triméthoxythiobenzoyl)

pipérazine

2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-

1,4-(3,4-diméthoxybenzoyl)pipérazine

2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-
1,4—di-(2,4,-diméthoxybenzoyl)

pipérazine

R} OCH,
8 Q
~ HN N-C OCH;
'\ OCH, '
" CH,OCN(CH,CHy),
O
35 CH:0 OCH;,
>>3 % Q
CH,0 C-N N—C OCH;,
CH50 '\ OCH,
CH0CGN(CH,CHa),
o}
CH;0 s ° OCHj,3
i Cl-gO@—&—N/_\N—("': OCH,8
CH,0 \ OCH,
CH,OCN(CH,CHa),
o}
57 CH,0 OCH;
i 7
CH,0 C-N  N—C OCH,
CHO OCH,
CH,0CN(CH,CHy),
o}
58 CH;0 OCH;
>_\_/—\ T 9
CHy C-N N—C OCH,
CHzoﬁN(CHcha)z
o}
39 M9
CH30—< ?—C-—N N—C—g }OCH3
OCH, '\CHgo
CHzoffN(CHzCHa)z
o}
60
TR
C—N N—C
CHOCN(CH,CHy),
(o]

2-(N,N-diéthylcarbamoyloxyméthyl)-
1,4-dibenzoylpipérazine

1IN

HH W IR0 B



Annexe

SUBSTANCES ANTI-SIDA COURANTES ACTUELLEMENT DISPONIBLES.

L. INHIBITEURS NUCLEOSIDIQUES DE LA TRANSCRIPTASE INVERSE.

[ __ -y __
o
HN'l | CH, HN /\/E‘\>
o A I\\" .
oo s
NEN=N
MW 287.24 Mw 238.23
NAME! 3*-Azido-3’-deoxythymidine NAM 2,3 -Dideoxyinosine
AZT; Aziddhynidh;;lwﬂdomdne,lletrui; SYN 00K D2t ddino; Didenosine; Videx
GLAXO WELLCOME CcCOoMmM BRISTOL-MYERS SqQuiBB
[ RO W
NH,
N NH,
A 7
o N N
HO S \’
" T
M 211.22 MW 229.26
o cis-1-[2'-Hydroxymethyl-5"-(1,3-oxsthiolenyl)]
NAME 73’ -Dideoxycytidine NAME . cytosine
_ “ oo - ]
SYN " @dC; ddCyd; D2C; Zaicitabine; Hivid SYN CHBCH-ASS; muc._::::c's dmdc.- Epir;
“ .
COM HOFFMAN. LA ROCHE £9Mp| IAF BIOCHEM INT/GLAXO WELLCOME
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)0 CH i
Y ]
Ho —\(0 ,ﬁ TR
\ L HO

Butenedioic ecid, compd. with
NAME Thyanidine, 2°,3'-didetwdro-,3"-deoxy- NAME] (15-cis)-4-[2-amino-6-(cyclopropyiamino)-SH-
purine-9-yi]-2-cyclopentene-1-methanol (1:1)

 ——— ﬁ
SYN D47; ddeThd; dde Tyd; DHT; Stavudine; Zerit SYN Abacavir ; 1592089 succinate; Zisgen
i COMAL BRISTOL-MYERS SQUIBB COMAL GLAXO WELLCOME

II. INHIBITEURS NOiN NUCLEOSIDIQUES DE LA TRANSCRIPTASE INVERSE.

CH, HC. _CH,
o. / Pl

HC 0 =0
: i ' HN P
72

LM = )
- N "_,.,_. \ / \ O N

A HO o N

°"s‘ch, o
MW 28631 MW 55268

1-(5-Methanesvichonsmido)-1H-icdol-2-4-cer

N11-Cyclopropyl-4-methwi-5,11-ditydro-6H-di
NAME] " syricois,2 b:2,3' o141, 41diazepin-s-one NAME]bori)-4-3-(aopropyiemina)-2-pyridinylipipe

|
SYN B-RG-587; Hevirapine; ¥irsmune SYN Delavirdine; Rescriptor; BHAP der; US81525;
COM BOEHRINGER INGELHEIM (ROXANE) L_C_OIMH PHARMACIA UPJOHN

1V e W M W nwieRmaE



Anncxe

MW 315.68

(-)-6-Chloro-4-cyclopropyletiwnyd-4-trifluoro
metind-1,4,-dihydro-2H-3,1-benzoxszin-one

Sustive; Efavirenz; DMP-266; L-743,726

DUPONT MERCK

IIL. INHIBITEURS DE LE PROTEASE

e
. ™
N 0
X X | H\)k“
N -
H H
0 H
Bzo
HN

MW 720.96

2,4,7,12-Tetreazatridecan-13-oic scid,
18-hydr oxy-2-methyl-§-(1-methylethyl)-1-{2-(1
NAME)] -methylethyl)-4-thiszolyi)-3,6-di0x0-8,11-bis(p

henyimethwl)-, 6-thiszolylmaeathyl ester,
[68-(SR* 8R*,10R*,11R*)]-

Ro 318958 SYN ABT-638; A 84638; Norwir; Ritonavir
ROCHE LcomA ABBOTT

1Yy

| L i
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S 0. NH :
HO ' ; 0 :
" )j/\ N o o 0
" H /,-I.I\‘ \\s ‘y z
-~ 7
H N N \
o H g' = TN,
I s
o=:-|;—-ou HiC
MW 663.90 MW 50563
AR E——————
[(3S-(3R* 4aR* 8aR*,2'5",3°5")}- 2-{2"-hydroxy-3'- Carbarmic -cia, (3-(((3-sminopheny|
pinnyltlmmothyl-“-lzu-S'-om-S'-(Z"-nwthyl- anlorm)(z-rneﬂ\ylprommlim)-z-hydr:)xyd
NAME] > twdroxy-phenylipentyl]-decahydroisoquin | | NAME -(phenylmethyl)propyl).,
olun-:i—ll-t-lulylur!:onmide tetrahydro-3-furenyl ester,
methanesulfonic scid) (3S-(IRY(15,2R*)))-
AG1343; Vir : j Agenerase; Amprenevir;
I SYN scept; Nelinavir SYN VR-478; 141Ws;
I COMPFl  AGOURON /JAPAN TOBACCO EQM VERTEX/KISSE/GLAXD WELLCOME

N
H

Mw 612.1

4-Hydr oxy-N-(2-hydroxy-2,3-ditwdro-1H-1-inde
NAM nyl)-N'-(1,1-dimethylethnl)-2-phenyimethyd-5-|
4-(3-pyridylmethyl)-1-piperzinyithexanedismi

de

SYN Indinavir; Crixiven; MK-639 L-735,524
————
comA MERCK
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Excessive levels of PAF and cells of macrophage linezage appear to play an important role in
neuronal cell injury, inflammatory syndrome, and HIV replication in CNS resulting i AICS

dementia complex (ADC). The beneficial effects of PAF receptor antagonists are evident ang
give rise to expected therapeutic strategies for neurotrauma. Piperazine derivatives bearing a

“cache-oreilles” (ear-muff) electronic distribution are able to inhibit in vitro PAF effects and,
thus, could be used in pathologies where this mediator is involved. Thsersfsre, their 'sciential
anti-HIV activity was investigated, and we find that (i) these PAF antagonists are effectively
active in HIV-infected monocyte-derived macrophages (MDM) but there is no correlatior
between both anti-HIV and anti-PAF activities; (ii) the presence of a carbamate function
(compounds 1a—d) is favorable to the antiviral activity; (iii) the lipophilicity of the substituent
on the piperazinic cycle seems to be-less important for the anti-PAF activity than for the
antiviral one. Our leading compound, PMS 601 (compound 1a), presents a daua! activity with
ICs0 of 8 and 11 uM for anti-PAF and anti-HIV activity, respectively, without cytotoxic events
at 1000 uM in MDM. Although its mode of action is not clearly defined, these data suggest
that PMS 601, which displays no effect on acellulax reverse transcriptase or protease tests,
deserves further investigation in the treatment of HIV-1-associated dementia.

Introduction

HIV infection is associated with inflammatory syn-
drome and ncurologic dysfunctions. These pathophysi-
ological tissular events are both initiated byproductively
HMTV-infected macrophages and/or activated macroph-
ages that release high levels of the proinflammatory
cytokine tumor necrosis factor-o (TNF-o) and the phos-
pholipid mediator platelet-activating factor (PAF).! In
the central nervous system (CNS) of patients with HIV-
associated dementia, the number of TNF-q mRNA-
expressing macrophages is elevated compared to that
of HIV-infected patients without dementia. Likewise,
PAF is elevated in cerebrospinal fluid of patients
presenting dementia and altered immune system.?
Because direct infection of neurons by HIV is unlikely
and because TNF-a and PAF are both neurotoxic, there
1s a consensus to consider that neuronal dysfunction and
apoptosis are mediated by these soluble factors released
by macrophages or apparented cells in CN S, microglia.3
PAF is probably the key element in this phenomenon
since TNF-a-mediated neuronal apoptosis can also be
decreased either by PAF acetylhydrolase,? the main
catabolic enzyme for PAF, or by a PAF receptor antago-
nist.2 Blocking pathologic effects of PAF may therefore
be a pivotal step in the treatment of HIV-associated
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Figﬁre 1. 1: RP 48740 (racemic)'and RP 55778 i(+)-enex-
tiomer!. 2: BB-882.
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dementia and inflammatory syadrome.? Tissuzs such
as brain are sites of HIV replication and may act as &
reservoir for the virus. TNF-a up-regulates HIV-1
production in HIV-intected macrophages, and PAT, in
turn, appears to increase TNF-a synthesis.57 As a
consequence, it is also of interest to interfere with PLR-
mediated signal transduction to see if it leads to
diminished HIV replication in tissues. The relativ:
efficacy in tissues and particular'y in CNS of antiret-
rovirals administered today ‘o HiV-infected patients$
takes further interest of PAF antagonists as adjuvant
therapy of HIV infection. According to Weissman et al.?
and Le Naour et al.1? PAF receptor antagonists, such
as RP 55778 [(+)3-(3-pyridy])-1H,3H-pyrrolo{1,2-c|thia-
zole-7-carboxamide] (Rhéne-Poulenc; Figure 1), the ac-
tive (+)-enantiomer of the racemic compound RP 4874017
and inhibiting TNF-a synthesis,'? which has demon-
strated in vitro anti-HTV effocts in HTV.1.infected
monocytic cell lines or monocyte-derived macrophages
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Figure 2. Piperazine analogues previously studied,!®

(MDM), may represent potentially useful compounds in
the treatment of HIV infection., The relatively potent
inhibitory effect of RP 55778 (EDso = 50 uM) on
HIV-1-DAS replication, a primary macrophage-tropic
HIV isolate, might permit its use as an adjuvant in
AIDS therapy.10 Moreover, a recent report showed that
Lexipafant (BB-882; Figure 1), a PAF antagonist reduc-
ing organ failure and suppressing some aspects of the

inflammatory response in acute pancreatitis,!? ig in .

phase I-II clinical trials in the treatment of AIDS
dementia.l4 ‘

At the end of the 19808, we showed that 1,4-di(3,4,5-
trimethoxybenzoyl)piperazine derivatives were able to
inhibit in vitro PAF effects on platelet aggregation and
could, as a consequence, potentially be used in patholo-
gies where this lipid mediator is involved.!® These
compounds induce “cache-oreilles” effects, i.e., two
strong electronegative wells (isocontoured at —10 kcal/
mol) located at 180° to each other and at a relative
constant distance (10—-12 A) according to the “Dive—
Godfroid” receptor model.!8 Thig hypothesis was elabo-
rated starting from electronic and geometric character-
istics of published miscellaneous synthetic and natural
PAF antagonists. Taking these features in account, very
simple compounds!® and more than 40 molecules of
general formula I (Figure 2) were synthesized.!7.18

Consequently, the “cache-oreilles” effect was improved
with the hypothesis of the multipolarized cylinder.!® The
influence of the hydrophobicity was also studied 20
Moreover, we have shown that the PAF antagonistic
effect was only weakly enantiospecific in this series.1?
Starting from these different hypotheses, we have also
worked for a long time on the structural modifications
leading to the discovery of dual biological activities on
the same molecule: for instance, PAF antagonism and
~ acetylcholinesterase?! or PLA; inhibition 22

Taking into account the role of macrophages in H[V
infection and inflammatory processes in CN S, we have
investigated, in the present study, the putative anti-
HIV effects of several PAF receptor antagonists in
cultures of MDM infected by the reference macrophage
tropic HIV-1/Ba-L strain in vitro,

Chemistry

The carbamates 1a—e and the ester 2 were prepared
according to Lamouri et al.l7 Compounds 1f~g were
synthesized by the same manner as shown in Scheme
1. 1,4-Dibonzyl-2-hydroxymethylpiperazine was con-
verted into the phenyl carbonate derivative 3, Treat-
ment with the appropriate amine gave the carbamate
4 which was debenzylated into the corresponding 2-sub-
stituted piperazine 6. Introduction of the “cache-oreilles”
Wwas performed using 3,4,5-trimethoxybenzoyl chloride.
Unsubstituted or alkyl-substituted derivatives 6a—d
and the alcohol 7 were prepared as described in Tavet
et a],18

O
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reflux; (c) Hy, Pd/C, EtOH; (d) 3,4,5-(Me0)3PhCOCl, Et3N, CHaCls.

Scheme 2¢
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° Reagents: (a) BrCH,CHBrCN, EtsN , benzene, reflux; (b) N a,
EtOH, reflux; (c) (CH3);CCOC], EtgN, CH,Cly; (d) H,, Pd/C, HC],
EtOH; (e) 3,4,6-(Me0)sPhCOC], Et; , CHoCly.

The amide 8 needed another process as described in
Scheme 2. N,N’-Dibenzylethylenediamine was con-
densed with 2,3-dibromopropioenitrile to form the 1,4-
dibenzyl-2-cyanopiperazine (9). The nitrile function was
reduced into the amine 10 which was reacted with
trimethylacetyl chloride to give the amide 11. Deben-
zylation and “cache-orailles” farmntion woro conductod
as for 1.

Results and Discussion

All compounds, some of them known as PAF receptor
antagonists,'® were tested for their ability to inhibit
PAF-induced platelet aggregation on the one hand and
for their activity in MDM infected with the reference
macrophage-tropic HIV-1/Ba-L strain on the other hand.

First Screening (Table 1). In the first set, known18.19
and new molecules possessing anti-PAF activities with
ICso from 0.1 to 8 uM were tested against HIV. They
are listed in Table 1 by increasing lipophilicity in order
to evaluate the importance of this parameter in the
activities. The percentage of inhibition of HIV-1 replica-
tion at a xingle dose of 100 %M reported in Table 1 shows
that (i) these PAF antagonists are effectively active in
HIV-infected MDM but there is no correlation between
anti-HIV and anti-PAF activities {l1a is the leading
compound in anti-HIV-1 activity (95% inhibition) anc¢
the weakest potent PAF antagonist in this series:-the
best PAF antagonist, the ester 2, produces.very moder-
ate (25%) inhibition of HIV-1 replication]; (ii) the
N-substituted carbamate group (compounds 1a~d) seems
to present the highest potency against HIV-1 replication
(from 652% to 96% at 100 #M); (iii) the lipophilicity seems
to be less important for the anti-PAF activity than for
the anti-HIV activity (compound le vs 1a),

As no toxicity was observed in this series (except for
compound 6a) at 100 «M and as the best compound, 1a,
is the least hydrophobic, we decided to synthesize and
test molecules with f (lipophilic contribution of R,
calculated from Rekker's method2%) ranging between
fr(1a) £ 1.5 .
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Table 1. Lipophilicity Influence on in Vitro Anti-HIV and Anti
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-PAF Activities of the First Set of Molecules

b ==
CHa0 C-N N-C \ / OCH3
CH;0 R OCH; .
compd R fR®  MRY  Ant-HIVE  Anti-PAFd CCsof
% inhibition  ICso uM uM
O CHp—
1a CHz— 0-&-N M2~ CHa 0.564  34.47 95 10 8 >1000
. CH2—CH3
CH oy
1b CHz-o-g-NH—-c(-cﬁa 0.853  34.52 52 £26 013 5100
CHjy
o) CHy .
le cmo—c—mcu,—(—cu, 1372 39.17 7414' 1. >100
CH3 A4
0 CH,
2 CHzo—c—cfcua 1.526  31.09 25 421 0.1 >100
CH,
O CHy—CHy—CH i
1d CHy—0-&-n/ 2 CH=CHy - 1602 43.79 66 13 037  >i00
CHZ—'CHz—CH;g
le Q LCHy 1.891 4380  -2412 028  >100
CHz—0-C-NH—CH- CHCH]
' CHj3 CHs )
6a_ (CHp)y-CHy 5372 415 40 +10f 024  >50

Section, all the values are the mean + SD). 4 [nhibition of PAF-induced platelet

from dose—responae curve as described in the Experimental Section (

Table 2. Biological Data of the Second Set of Molecules

evaluated by neutral red staining. / Measured at 10 #M dose, toxic for higher doses.

R, calcu!atefi fron} Rekker et al, b Molecular refractivity due to R, caleulated from Hansch et al. ¢ Percaont

phages infected by the HIV-1/Ba-L strain (see Experiment::!
aggregation using PRP of New Zealand rabbits calculated

n =5, mean + 10%). ¢ Fifty percent (50%) cytotoxicity concentration

CH30 o o OCH3
- CH o~%;>—lc| N N ngon
3 a - 3
—{(
CH30 A OCH;,
_ compd R fR®  MRY  Anti-HIVE  Anti-pARd CCsg€
1Cso uM ICso uM LM
7 CHa0H -0951  7.19 >100 1.27 >106
6b H 0.182  1.03 >100 1.78 >100
1f o 0.2 33.66 >100 10 >100
CHz—o-é—Na
8 @ oMy 0331 3355 >100 >100 >100
CHz—NH—C—CZCH;
CH,
1a @ CH,CH;  0.564  34.47 117 8 >1000
- CHz—-0-C-N.
CH,CH,
6c. CH; 0701  5.65 66* 0.56 >100
_ 1g Q 0719 3831 95+ 0.08 >100
CHz—0-C—N >
6d CHCH;, 1.22 10.30 230+ 0.46 >100
— RP 55778 50f 168

sbde See Table 1. ¢ Antiviral activity measured toward HIV-1/Ba-L

replication.1® & ICg of the racemic compound, RP 48740.!1! *Single measurement

Second Screening (Table 2). Here are reported the
ICs0 in both activities. The best compound is still 1a.
Surprisingly, similar compounds such as 1f,g show very
poor inhibition of HIV-1 replication. It is difficult to

IR T

-infected monocyte-derived macrophages. / Inhibition of HIV-1-DAS

attribute this feature to the difference of fr which is very
small, —0.36 and +0.15, respeetively, but probably due
to a steric effect induced by the cyclic structures. Small
alkyl derivatives such as 6¢c,d (R = Me or Et; Table 2)

L |} 10T
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are unexpectedly less potent than analogue 6a of the
first set of compounds. Introducing more hydrophilic
substituents as in alcohol 7 as well as replacing the
carbamate function by an amide in compound 8 led to
totally inactive compounds. Moreover, no correlation
appears between both activities and the molecular
refractivity (MR), calculated from Hansch’s method?2¢
and traducing the size and the electronic effects of R.

Consequently, compound 1a became our reference
molecule as PMS 601 with an ICso of 11 uM against
HIV, with the absence of cytotoxic events at 100-1000
#M, as shown after microscopical observation of the cells
and neutral red staining, and was selected for further
investigations. Structure—activity relationships are in
progress: for instance, the role of enantiospecificity in
inhibition of HIV-1 replication (negligible for PAF
antagonism'?) is under investigation. Its mode of action
is up to now unknown. Nevertheless, preliminary
results show that PMS 601 (compound 1a) presents
antiviral activity in other cell systems and interferes
with both early and late steps in the HIV biological
cycle® but inhibits, in acellular tests, neither the reverse
transcriptase (RT) nor the HIV protease activity (as
performed in refs 31 and 26, respectively).

Conclusion

In this paper; we have shown that one molecule, PMS
601 (compound 1a), possesses both anti-HIV-1 and anti-
PAF potencies in the micromolar range. As compared
with RP 55778, PMS 601 is more potent (11 #M vs 50
#M?) and does not antagonize AZT.25 As for Lexipafant
(published without reported anti-HIV activity), PMS 601
may be a good candidate for preclinical trials in the
treament of HIV infection. "

Experimental Section
Chemistry. General Methods. All materials were ob-

tained from commercial suppliers and used without further
purification. Thin-layer chromatography was performed on
TLC plastic sheets of silica gel 60F 5, (layer thickness 0.2 mm)
from Merck. Column chromatography purification was carried
out on silica gel 60 (70230 mesh ASTM, Merck). All melting
points were determined on a digital melting point apparatus
(Electrothermal) and are uncorrected. The structures of all
compounds were confirmed by IR and 'H NMR spectra. IR
spoctra wero obtained in paraffin oil with a ATI Mattson
Genesis Series FTIR spectrometer, and *H NMR spectra were
recorded in CDCl; on a BRUCKER AC 200 spectrometer using
hexamethyldisiloxane (HMDS) as an internal standard. Chemi.
cal shifts are given in ppm and peak multiplicities are
designated as follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; br s,
broad singlet; m, multiplet. Elemental analyses were obtained
from the “Service régional de microanalyse” (Université Pierre
et Marie Curie), Paris, France, and were within +0.4% of
theoretical values.
1,4-Dibenzyl-2-(phenoxycarbonyloxymethyl)piper-
azine (3). A solution of 1,4-dibenzyl-2-(hydroxymethyl)pip-
erazine (14 g, 47.3 mmol) in Et;N (14.2 mL, 192.8 mmol) and
CH:Cl> (95 mL) was cooled in an ice bath. A solution of phenyl
chlorocarbonate (11.1 g, 71 mmol) in CHCl; (95 mL) was
added dropwise and the mixture was stirred at 0 °C for 1 h
and at room temperature for 48 h. The solution was washed
with a saturated NaHCO; solution and with water until
neutral pH. After drying (MgSO,), filtration and evaporation,
the residue was chromatographed on a silica gel column using
CH,Cl, as eluent to yield 8 g (40.6%) of carbonate 8 as a viscous
white product: R 0.52 (CHClyMeOH, 98:2, v~v); IR (¥ em™))
3383 (NH), 2955 (ArCH), 1746 (C=0), 1603 (C~C); tH NMR
6 7.2 (m, 15H, ArH), 4.3 (m, 2H, CH;0CO0), 3.8(d, 1H, J = 12

(R0 TR T
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Hz, CH-Ph),3.4(d, 1H, J = 12 Hz, CH~Ph), 3.3 (s, 2H, CH,—
Ph), 2.9-2 (m, 7H, piperazine CH and CH,).

1,4-Dibenzyl-2-(pyrrolidinocarhonyloxymethyl)-
piperazine (4). A solution of carbonate 3 (3.12 g, 7.5 mmol)
in pyrrolidine (9.4 mL, 112.8 mmol) was refliixed fer 60 h. After
cooling and evaporation of the excess of amine, the residve
was taker: up in CH;Cl; and »vez= 25 with viater. After drying
(Mg80,), filtration and evaporation, a chromatograpny on a
silica gel column using 0.5% MeOH jn CH;Cl, as eluent yielded
1.48 g (50.2%) of 4 as an oil: R(0.38 (CHCly/MeOH, 95:5, vi),
IR (v em™) 3030 (ArCH), 1761 (C=0), 1593 (ArC=C); 'H NMR
0 7.2 (m, 10H, ArH), 4 (m, 2K, CH;0CG), 5.8 (d, 1H, CH-
Ph), 3.4 (d, 1H, CH-Ph), 3.3 (s, 2H, CHz~Ph), 2.9-2 (m, 7H,
piperazine CH and CH,) and pyrrolidine CH:N), 1.8 (large s,
4H, pyrrolidine CHj). :

2-(Pyrrolidinocarbonyloxymethyl)piperazine, Hydro-
chloride (5). To a solution of the carbamate 4 (1.48 g, 3.7
mmol) in EtOH (40 mL) and 12 N HCl (1 mL) was added 100
mg Pd/C (10%), and this solution was warmed (40 °C) with
stirring under hydrogen atmosphere. After disappearing of the
starting material (3 h) as shown by TLC, the suspension was
filtered and the catalyst washed several times with EtOH and
H30. The solvonin woro ovaporatoed to give 1.04 g (98.3%) of 4
which was used in the next step without purification: R, 0.4
(CHCIl¥MeOH/NH,OH, 80:20:2, viviv),

2-(Pyrrolidinocarbonyloxymethyl)-1,4-di(8,4,5-tri-
methoxybenzoyl)piperazine (1f). To a solution of diamine
hydrochloride 6 (1.04 g, 3.63 mmol) in CHzCl; (50 mL) in the
presence of EtzN (3 mL, 41 mmol) was:-added dropwise 3,4,5-
trimethoxybenzoyl chloride (2.33 €, 10.1 mmol) in CH,Cl, (30
mL). After stirring overnight at room temperature, EtOH (2
mL) was added and the solution was washed twice with water,
dried (MgSO,) and concentrated in vacuo. The residue was
chromatographed on a silica gel column using 2% MeOH in
CH:Cl; as eluent and crystallized in a mixture of MeOH/ethe/
hexane to yield 0.59 g (29%) of 1f: mp 145.1 °C; Rs0.43 (CHCly/
MeOH, $5:5, vv); IR (v cm™!) 1684 (C=O carbamsts), 1622
(C=0 amide), 1603 (C=~C); 'H NMR $ 6.6 (s, 4H, ArH), 5.5—4
(m, 5H, CH;0CO, piperazine CH; and CH), 3.8 (s, 18H, CH;2),
3.6—2.3 (m, 8H, piperazine and pyrrolidine CH;NC=0), 1.8
(s, 4H, pyrrolidine CH.,).

1,4-Dibenzyl-2-cyanopiperazine (9). A mixture of N,N'-
dibenzylethylenediamine diacetate (79 g, 221 mmol) and Et,N
(123 mL, 884 mmol) in benzene (500 mL) was warmed until
dissolution. Then 2,3-dibromopropisaitiiie (38.54 g, 300 mmeol)
in benzene (150 mL) was added dropwise. After 3 h of reflux
with stirring and filtration, the solid was washed with ether
and the filtrate was washed with saturated NaHCO; (100 mL)
and twice with water. The organic layer was dried (MgSO,)
and concentrated in vacuo. The residue waas purified on a silica
gel column using other/petroloum other (10:90, v/v) aa cluent
to yield 45 g (98.2%) of 9 as crystals: mp 61.7 °C; R,0.383 (ether/
petroleum ether, 30:70, v/v); IR (v ecm-1) 3030 (ArCH), 1622,
(C=0 amide) 2224 (CN), 1602 (ArC=C); 'H NMR 6 7.2 (m,
10H, ArH), 3.7 (m, 4H, CH,Ph), 3.7-3.3 (m, TH, piperazine
CH; and CH).

2-Aminomethyl-1,4-dibenzylpiperazine (10). A mixture
of nitrile 9 (24.7 g, 85 mmol) in absolute EtOH (200 mL) was

+ warmed to reflux. Sodium (7.85 g, 341.4 mmol) was added

portionwise through the condenser. After stirring overnight
at room temperature, the sodium ethoxide was neutralized by
a stoichiometric quantity of acetic acid (19.5 mL) in ether (60
mL). The salts were filtered and washed with ether and the
filtrate was concentrated in vacuo. The residue was taken up
with ether, washed with water, dried (MgS0,), filtered ard
evaporated yielding 16.1 g (64%) of 10 as a wax: R,0.08 (CH,-
Cly/MeOid, 90:10, vA4); IR (v em™1) 3333 (NHj), 3027 (ArCH),
1602 (ArC=C); 'H NMR 4 7.2 (m, 10H, ArH), 4 (s, 2H, ITH,),
8.7 (m, 4H, CH,Ph), 3.5-2.2 (m, 9H, CH,N and CHN).
1,4-Dibenzyl-2-(2,2-dimethylpropionylaminomethyl)-
piperazine (11). To a solution of 10 (3.86 g, 13.1 mmol) in
CHzCl; (100 mL) in the presence of Et;N (5.5 mL, 39.3 mmol)
was added dropwise 2,2-dimethylpropanoyl chloride (2.63 mL,
19.6 mmol) in CH;Cl; (30 mL). After 1 h stirring at room
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temperature, the mixture was refluxed for 4 h. After adding
EtOH (2 mL), the solution was washed twice with water, dried
(Mg80y), filtered and concentrated in vacuo. The residue was
chromatographed on a silica gel column using MeOH/CH,Cl,,
0.5:99.5, v/v as eluent to yield 2.44 g (49%) of the amide 11:
R0.36 (CH;Cly/MeOH, 95:5, vAv); IR (v cm™') 3383 (NH), 2955
(ArCH), 1746 (C=0), 1603 (ArC=C); 'H NMR 6 7.2 (m, 10H,
ArH), 6.4 (s, 1H, NH), 3.8 (m, 2H, CH;NC=0), 3.3 (m, 5H,

CHePh and piperazine CH), 2.7-2.2 (m, 6H, piperazine CHy),

1.2 (m, 9H, CHj).

2-(2,2-Dimethylpropionylaminomethyl)piperazine, Hy-
drochloride (12). To a solution of amide 11 (2.44 g, 6.43
mmol) in EtOH (40 mL) and 12 N HCI (1 mL) was added 100
mg Pd/C, and this mixture was warmed (40 °C) with stirring
under hydrogen atmosphere. After disappearance of the start-
ing material (3 h) as shown by TLC, the suspension was
filtered and the catalyst washed several times with EtOH and
H;0. The solvents were evaporated and the residue crystal-
lized in MeOH/ether to give 1.2 g (68.6%) of 12: mp 278.6 °C;
R0.13 (CHCly’MeOH/NH,OH, 80:20:2, viviv).

2-(2,2-Dimethylpropionylaminomethyl)-1,4-di(3,4,5-tri- ‘

methoxybenzoyl)piperazine (8). To a solution of diamine
hydrochloride 12 (1.2 g, 4.4 mmeol) in EtsN (3 mL, 41 mmol)
and CH,Cl, (60 mL) was added dropwise 3,4,5-trimethoxy-
benzoyl chloride (2.33 g, 10.1 mmol) in CH;Cl; (30 mL). After
stirring overnight at room temperature, EtOH (2 mL) was
added and the solution was washed twice with water, dried
(MgS80,) and concentrated in vacuo. The residue was chro-
matographed on a silica gel column using 2% MeOH in CH,-
Cl; as eluent to yield 0.9 g (34.6%) of 9: mp 146.5 °C; R;0.29
(CHClyMeOH, 95:5, viv); IR (v em™!) 3391 (NH), 1740 (C=0
amide), 1608 (ArC=0), 1584 (ArC=C), 'H NMR 4 6.6 (s, 4H,
ArH), 6.4 (s, 1H, NH), 4.5 (m, 4H, CH;NC=0), 3.7 (s, 18H,
CH30), 3.6 (m, 2H, CH;N), 3.3 (m, 3H, CH; and CHNC=0),
1.1 (m, 9H, CHjy).

Biological Methods. 1. Platelet Aggregation. The inhi-
bition of platelet aggregation was determined using platelet-
rich plasma (PRP) of New Zealand rabbits by the method of
Cazenave et al.?’ Blood samples were collected from auricular
artery into a citrate buffer (3.8%, pH 7.4), and PRP was
obtained by centrifugation for 15 min at 1200 rpm. The
antagonists were solubilized in EtOH at concentrations from
107% to 10-7 M and added to the incubated and stirred PRP
for 2 min before PAF (2.5 nM) challenge. Platelet aggregation
induced by PAF in the presence of the antagonists was
monitored by continuous recording of light transmission in a
dual-channel recorder (Cronolog Coultronics apparatus) and
was compared to a control aggregation induced by PAF alone.
The drug concentration required to produce 50% inhibition
(TCso) war calculated from dore—response curves (numbor of
determinations: 5—6),

2. Monocyte-Derived Macrophage Isolation. Human
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained
from healthy HIV-, HCV-, HBV-seronegative blood donor by
Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation (MSL 2000,
Eurobio, Les Ulis, France). Monocytes were isolated from
PBMC by countercurrent centrifugal elutriation as previously
described with an enrichment degree >95%.2829 Freshly
isolated human monocytes were resuspended in medium A:
RPMI 1640 medium (Roche Diagnostics, Meylan, France)
supplemented with 10% heat-inactivated (56 °C for 30 min)
fetal calf serum (FCS) (Roche Diagnostics), 2 mM L-glutamine
(Roche Diagnostics), and 1% tri-antibiotic mixture (penicillin,
streptomycin, neomycin, PSN; Life Technologies, Grand Island,
NY). Cells were placed at 1 million cells/well of 48-well plates
(Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ) and maintained
7 days in humidified 6% CO, atmosphere to allow their
differentiation in MDM.

3. Drugs. Drugs were solubilized in RPMI 1640 or dimethyl
sulfoxide (DMSO, Sigma) and conserved at —80 °C. Dilutions
were performed in cell culture medium.

4. Virus. MDM were infected with the reference macroph-
age-tropic HIV-1/Ba-L strain.® In the Service de Neurovirolo-
gie, this virus was amplified in vitro using human phytohe-
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magglutinin (PHA)-P-activated umbilical blood mononuclear
cells (UBMC). The viral stock was ultracentrifugated to
eliminate soluble factors such as cytokines, resuspended in
RPMI 1640 and titrated using PHA-P-activated PBMC. Fifty
percent (50%) tissue culture infectious doses (TCIDs;) were
calculated using Kiirber's formula.3!

5. Antiyiral Assay. One million MDMs were pretreated 1
h in the presence of different concentrations of compounds and
infected with 10 000 TCIDj (0.01 moi, multiplicity of infection)
of the HIV-1/Ba-L strain. After 24 h, MDM were washed once
to eliminate excess virus and fed with fresh medium A. Twice
a week, supernatants were removed and stored at ~20 °C in
order to measure viral replication by RT activity dosage. Cell
culture medium and drugs were then renewed, and cells were
microscopically observed to assess possible drug-induced cy-
totoxicity. Moreover, at the end of the culture, cytsloxicity was
confirmed using neutral red assay and, for PMS 601, by testing
until 1 mM dose. o

6. Dosage of Viral Replication. HIV replication was
assessed by the dosage of RT activity in cell culture superna-
tants, as described elsewhere.3? .

7. Data Analysis. All experiments were repeated with cells
isolated from a second blood donar. Results were 2xpreised
as the mean of RT activity + standard deviation (SD). Fifty
percent (50%) inhibition concentratiors (ICs,) were calculated
using cumulative RT activity and microcomputer sotware (J.
and T. C. Chou, Biosoft, Cambridge, U.K.). Fifty percent (50%)
cytotoxic concentrations (CCsp) were determined using the
same microcomputer software and DG values (neutral red
staining assay).
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Résumé

Le facteur d'activation des plaquettes (PAF) joue un réle majeur dans la survenue des désordres
neurologiques associés & I'infection par le VIH: en favorisant le syndrome inflammatoire ; en
_Prenant part aux processus neurotoxiques ; et en augmentant la réplication virale, tout particuliére-
ment dans les cellules de la lignée macrophagique. Les propriétés antivirales et anti-inflammatoires
d’'antagonistes du récepteur au PAF ont donc été évaluées in vitro vis-a-vis de macrophages
dérivés des monocytes infectés ou non par la souche VIH-1/Ba-L. Parmi les molécules testées, la
PMS-601 a démontré la meilleure efficacité antivirale. L'étude du mécanisme d’action de cette
molécule a permis de mettre en évidence une action de la molécule avec les phases précoces et
tardives du cycle biologique du VIH. Par ailleurs, la PMS-601 a démontré des capacités a diminuer
la synthése des principaux médiateurs de I'inflammation dans les macrophages. Ces résultats sug-
gérent donc que la PMS-601 pourrait constituer une thérapeutique adjuvante aux antirétroviraux
dans le cadre des infections par le ViH, d'autant qu’elle potentialise in vitro I'activité antivirale de
I'AZT. © 2000 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS

activité antivirale / macrophages / PAF / VIH

Summary - PMS-601: a new PAF-receptor antagonist with antiretroviral and anti-inflamma-
tory properties.

The platelet-activating factor (PAF) plays a major role in neuropathogenesis associated with human
immunodeficiency virus (HIV) infection by enhancing the inflammatory syndrome and viral replica-
tion, particularly in cells of the macrophage lineage, and its neurotoxic properties. We therefore eva-
luated the ability of PAF-R antagonists to inhibit HIV-1 replication and down-modulate the synthesis
of pro-inflammatory mediators in healthy or HIV-1-infected macrophages. PMS-601 demonstrated
the highest anti-HIV activity. Considering its mode of action and anti-inflammatory properties,
PMS-601 interferes with early and late steps of the HIV biological cycle and decreases the synthesis
of PAF, TNF-a, MIP-1a, MIP-18 and RANTES. Altogether, these results suggest that PAF-receptor
antagonists, and particularly PMS-601, could be of potential value as treatment adjuvants in HIV
infection. © 2000 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS

antivirai activity / Hiv / macrophages / PAF

* Correspondance et tirés a part.
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INTRODUCTION

Les troubles neurologiques sont une des complica-
tions majcures de I'infection par le VIH. Environ
20 % des patients présentant un syndrome d'immuno-
déficience acquise (sida) développent des désordres
cognitifs et moteurs, et plus de 50 % ont des troubles
neurologiques légers lors des phases plus précoces de
la maladie [1, 2]. La neuropathogénése de I'infection
par le VIH s’appuie sur :

— I'entrée du virus dans le syst®me nerveux central
(SNC);

- la production de composants viraux et cellulaires.

provoquant P'inflammation et la neurotoxicité ;
- les dysfonctions et la mort neuronales.

La démence semble étre le résultat d’une
encéphalopathie métabolique nourrie par la répli-
cation virale. Ainsi, Gendelman et al. ont montré
récemment une réversion des signes cliniques de la
démence simultanément a la diminution des niveaux
de TNF-0, d'acide quinolinique et de monoxyde
d’azote (NO) dans le liquide céphalorachidien
(LCR) et le plasma d’un patient traité par une poly-
chimiothérapie antirétrovirale [3]. La réplication
virale et la production de protéines virales dans les
cellules de la lignée macrophagique sont a P’origine
des niveaux ¢levés de B-chimiokines, de B2-microglo-
buline, d’acide quinolinique, de facteur d’activation
des plaguettes (PAT) ot de TNT a dans le SNC ¢t fe
LCR des patients infectés par le VIH [4-9]. Le PAF,
en tant que médiateur lipidique, régule positivement
la synthése des cytokines pro-inflammatoires, et par-
ticulitrement celle du TNF-a dans les macrophages
[10, 11]. Le TNF-a0 a un role critique dans les
désordres neurologiques au cours de la démence
pour au moins deux raisons :

- il augmente la réplication du VIH dans la plupart -

des cellules en activant le facteur de transcription
NF«xB [12, 13]; -

- il est associé a I'apoptose neuronale observée dans
les cerveaux de patients séropositifs [14].

In vitro, apoptose neuronale induite par le TNF-o.
ainsi que l'augmentation de la réplication virale
induite par cette cytokine, peuvent étre bloquées par
des antagonistes du récepteur au PAF [15-18], suggé-
rant que ces molécules pourraient constituer une
stratégie thérapeutique contre les désordres neuro-
logiques associés au VIH.

Plusieurs études ont montré I'effet bénéfique
des polychimiothérapies antirétrovirales sur la
progression de la maladie et sur I'incidence des
infections opportunistes lides au VIH. Cependant,
elles semblent avoir un impact moins prononcé
sur les troubles neurologiques liés A Pinfection,
du fait de leur faible aptitude a pénétrer dans le
SNC. :

LAY W

Il mous a donc semblé intéressant d’évaluer la
capacité d’antagonistes du récepteur au PAF 2 dimi-
nuer les processus inflammatoires et la réplication
vifale qui contribucnt majoritajremen: A la pathogé-
nese du VIH dans les tissus, et tout particulidrement
dans le SNC. L'activité antirétrovirale de 40 dérivés
pipéraziniques a donc été, tout d'abord, évaluée
dans des macropkages infectés par la souche
VIH-1/Ba-L. Cette premi¢re étude rous. ¢ Fermis
d'identifier I'un d’entre eux, la PMS-391, et ses
caractéristiques antivirales et anti-inflammatoires
ainsi que son mode d’action ont aiors été explorés.

MATERIELS ET METHODES

Isolement des cellules et culture

Les cellules mononucléées ont été isolées du sang
périphérique de donneurs sains par un gradient de
densité sur un coussin de Ficoll. Les monocytes ont
ensuite été séparés des lymphocytes par élutriation 2
contre-courant. Le degré de pureté en monocytes a
été vérifié par immunophénotypage CDI1ib et
CD14. Les cellules ont ensuite été cultivées dans le
milieu de culture RPMI 1640 supplémenté par 10 %
dc sérum de veau feetal (SVF), 2 mM de L-Gluta-
mine, et 1 % d'une solution de trois antibiotiques
(pénicilline, streptomycine et néomycine). et mainte-
nucs 4 +37"C en atmosphere humide saturée en
CO,. Les monocytes ont été différenciés en macro-
phages pendant sept jours. La tencur enrdoteri=ique
des milieux de culture a été testée av meyen € Cist
LAL (Sigma Chemical Co, St-Lguis,-MI. USA).

1

Molécules

La PMS-601 est issue de la synthese chimique. El'es
est dotée d'une activité anti-FAF iéterminée war un
test d'agrégation plaquettaire. La molécule a éié
resuspendue dans du dimethylsulfoxide (DMSO), a
la concentration de 200 mM. i’azidothymidine
(AZT) et I'indinavir (IDV) ont ¢ié rzsuspendus dans
du tampon phosphate (PBS) respectivement a la
concentration de 1 mg/mL et de 10 mM. Les dilu-
tions ont, par la suite, été réalisées dans le milieu de
culture préalablement décrit.

Mesure de Ia viabilité cellulaire

La toxicité de la PMS-601 vis-a-vis des macrophages
dérivés des monocytes (MDM) a été mesurée apros
deux a quatre semaines de traitement A I'aide d’une
coloration au rouge neutre (RN). Son effet sur I'acti-
vit¢ mitochondriale de ces cellules Egalement é1¢
mesuré 2 I'aide d’un test méthvitétrazolium (MTT)
apres trois jours de traitement, :
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Souches virales et évaluation dg I'activité anti-VIH-1

Les. MDM ont été infectés par trois isolats 3 tro-
pisme macrophagique: la souche de référence
VIH-1/Ba-L et deux isolats primaires, VIH-1-DAS et
VI#i-1-THI. Toustes virus ont 6té amplifiés A 1aide
de cellules iriocnonucléées du sang ombilical activées
par la PHA-P. Les surnageants ont été ultracentri-
fugés afin d’éliminer les facteurs solubles, comme les
cytokines [19]. Les culots ont alors été resuspendus
dans du milieu de culture, et le titre infectieux a été
déterminé au moyen de cellules mononucléées du
sang périphérique (CMSP) activées par la PHA-P et
de la formule de Kirber [20]. ”

Les MDM ont été infectés par 10 000 TCID50 de

" chaque souche virale. Ces TCID50 correspondent

une multiplicité d'infection. (m.o.i.) de 0,01. Ces cel-
lules ont subi deux types de traitement : elles ont &té
soit pré-traitées une heure, soit traitées 20 jours apres
I'infection: par la PMS-601. Tous les trois a quatre
jours, les surnageants de culture ont été collectés et
conservés a -20 °C, et le milieu de culture renouvelé.
La réplication virale a été mesurée en dosant I’acti-
vité de la transcriptase inverse (TI) dans les surna-
geants de culture A l'aide de la trousse de dosage
RetroSys® de Ia société Innovagen (Lund, Sudde).

Quantification du nombre de copies d’ADN proviral

Le nombre de copies ’ADN de VIH-1/Ba-L a é&té
déterminé dans les macrophages par amplification

~ génique (PCR) 24 heures aprés Iinfection, en .

uiiisani des amorces spécifiques du géne gag
(SK38-SK29). Les MDM ont été lavés et lysés par le
réactif DA NOW (Biogentex, USA). L'ADN cel-

lulaire a été extrait suivant des méthodes préala-

blement décrites [19]. Une gamme d’ADN de
cellules 8ES contenant deux copies du génome de
VIH-1 a été amplifiée en paralile des échantillons
d’intérét dans le but de réaliser une courbe d’étalon-
nage. Le g¢ne PrPN a servi de gene rapporteur. Les

- produits d’amplification ont été séparés au moyen

d'un gel d'agarose et révélés A I'aide du bromure
d’éthidium. Les bandes spécifiques ont été visualisées
et enregistrées a I'aide d’un transilluminateur (UVP
Life Sciences, Cambridge, RU) et Pintensité de cha-
cune quantifiée par un logiciél d’analyse d’image
(NTH 1.2., W. Rasband NIH, Bethesda, USA).

Effets de la PMS-601 vis-a-vis du récepteur CD4
et du co-récéptenr CCRS du VIH

L’expression du récepteur CD4 et du co-récepteur
CCRS a été mesurée 2 la surface des MDM a I’aide
des anticorps monoclonaux spécifiques Leu3a et
2D7, et d’une analyse de la fluorescence 2 'aide d’un
cytometre en flux (FACScan). Les cellules ont été

| |

préalablement traitées pendant 48 heures par
100 pM de la molécule. Par ailleurs, interaction
directe avec ces récepteurs a;é(é évaluée en incubant
les .cellules sjmyltanément avec les anticorps et la
molécule.

Effets anti-inflammatoires de la PMS-601

Les effets de la PMS-601 sur la synthése du PAF et
des cytokines pro-inflammatoires oni été déterminés
au moyen de trousses de dosage spécifiques ; le PAF,
dans un milieu de culture contenant 1 % de SVF, a
I'aide du kit SPA de la société Amersham (France) ;
MIP-1a, MIP-1B8 et RANTES au moyen des trousses
commercialisées par la société R&D et le TNF-o, au
moyen de celle commercialisée par la société Immu-
notech. Les monocytes ont été stimulés par
100 mg/mL d’un lipopolysaccharide bactérien (LPS,
Escherichia coli serotype 0111: B4 : Sigma) et les
milieux de culture prélevés deux heures apres.

Analyse des résultats it )
L'ensemble des expériences a été réalisé en duplicata
ou en triplicat et répété au moins une fois A I'aide de
cellules isolées d’autres donneurs. Les doses effec-
trices 50 % ont été calculées én cumulant les activités
TI sur toute la cinétique de réplication virale, et en
utilisant le programme informatique développé par
J. et T.C. Chou. Les données ont été statistiquement
analysées par un test f non apparié de Student. Les
différences cnt £t considérées comme significatives
pour un p <0,01 (**) ou un p <0,05 (*).

RESULTATS

Effet de la PMS-601 sur le niveau &’infection des
MDM par le VIH et sur la réplication virale ~

La souche de référence VIH-1/Ba-L et les isolats pri-
maires VIH-1-DAS et VIH-1-THI [19] répliquent
efficacement dans les MDM ; la production virale est
optimale entre les jours 20 et 25 aprds I'infection
(figure 1A). Dans nos conditions expérimentales,
I’AZT a 100 mM inhibe totalement la réplication
virale. De méme, la PMS-601 inhibe, de fagon
dose-dépendante, la réplication virale en I’absence
de toute cytotoxicité (résultats non présentés).
Aucune réplication virale n’a pu étre détectée
lorsque les cellules ont &té traitées par 100 uM de la
PMS-601. Les doses effectrices 50 % sont proches de
10 uM pour les trois souches virales et I'index de

- sélectivité proche de 100 ; aucune cytotoxicité n'a été

mise en évidence dans les cultures traitées jusqu'a
des doses de 1 mM, , ‘

Les effets de la molécule sur les phases précoces et
tardives du cycle biologique du VIH ont été ensuite
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Figure 1. Activit¢ antivirale de la PMS-601 vis-2-vis de MDM infectés par I'isolat de référence VIH-1/Ba-L. Les MDM on! 616 infectés prr
0,01 m.o.i. de la souche virale. A : Effet-dose de la PMS-601 sur la cinétique de réplication virale. B : Effets de la FMS-501 (100 .45, de
PAZT (10 uM) et de P'IDV (10 pM) sur la production virale dans les macrophages chroniquement infectés ; les résultats son* exprimés en

pourcentage du témoin positif. Ces expériences ont été

recherchés. D’une part, les macrophages infectés par
la souche VIH-1/Ba-L ont été traités par 100 uM de
la PMS-601 20 jours apres le début de Pinfection,
lorsque la production virale est optimale. Un traite-
ment durant 24 heures par 10 uM d'AZT nc per-
turbe pas la production de particules virales, tandis
qu’un inhibiteur de la protéasc virale comme I'indi-
navir diminue de 60 % la production virale. Dans ces
conditions expérimentales, la PMS-601 diminue la
production virale de 30 % (figure 1B), suggérant un
effet de la molécule sur des phases tardives du cycle
biologique du VIH.

D’autre part, les MDM ont été prétraités et le
nombre de copies provirales quantifié par PCR.
Dans ces conditions expérimentales, 'AZT inhibe
totalement la synthése d’ADN proviral. Le traite-
ment par 100 uM de PMS-601 diminue d’environ
80 % le nombre de copies d’ADN proviral par rap-
port aux cellules non traitées (figure 2), suggérant
que la molécule PMS-601 interagit également avec
une des phases précoces du cycle biologique du VIH.

Effets de la PMS-601 vis-a-vis du récepteur CD4
et du co-récepteur CCRS du VIH

Afin de mieux comprendre les mécanismes 2 'ori-

gine de la diminution du nombre de copies d’ADN
proviral, nous avons recherché une éventuelle inter-

0N W

réalisées en tri-plicat et répétées a I'aide des cellules de deux autres donneurs
(témoin positif : MDM infectés et non traités ; témoin négatif : MDM non infectés).

~ “
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) e ———
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Figure 2. Synthése des ADN proviraux dans des MDM infectés
par la souche VIH-1/Ba-L et traités ou non par la PMS-601
(100 uM). Les MDM ont été infectés par 0,1 m.oi. Cette -
expérience a été répétée une fois, et les résultats obtenus sont
identiques (témoin positif : MDM infectés et non traités).

action de la molécule avec le récepizur CD4 =t ‘e
co-récepteur CCRS5 du VIH ainsi qu'un effet dv: trai--
tement sur I'expression de ces récepteurs 4 la surface
des MDM (figure 3). En effct, une interaction.
directe avec I'un de ces récepteurs, voire une mocs-
lation de leur expression, pourrait conduire 3 une
diminution de ’entrée des particules virales dans la
cellule cible. Aucune interaction de la PMS-601 avec
le récepteur CCRS ni aucune modulation significa-
tive de I’expression de ce récepteur a la surface des
MDM n’a cependant été observée, En revanche, ure
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Figure 3. Effets de la PMS-601 sur lc récepteur CD4 et le co-récepteur CCRS 2 1a surface des MDM. A : les cellules ont &6 incubées
simultanément avec la PMS-601 (100 pM) et les anticorps ; B : les cellules ont ét¢ traitées trois jours par la PMS-601 puis incubées avec 'es
anticorps. Cette expérience a été réalisée en duplicat et répétée a I'aide des cchlules d'un second donneur. Les résultats obtenus avee ce

sceond donneur sont identiques.

diminution significative de la moyenne de fluores-
cence mesurée pour les macrophages traités simulta-
nément par I’anticorps anti-CD4 et la PMS-601 a été
constatée. De plus, Pexpression de ce récepteur a la
surface cellulaire est diminuée par un traitement de
trois jours.

Propriétés anti-inflammatoires de la PMS-601

Le PAF et lcs cytokines pro-inflammatoires jouent un.
role important dans les désordres neurologiques liés
au VIH. De plus, la réplication virale est controlée en
partie par ces médiateurs de I'inflammation. Les
effets de la PMS-601 sur la synthése de ces facteurs
cellulaires ont donc été évalués dans des monocytes
stimulés avec un LPS bactérien et dans des MDM.
Dans les monocytes stimulés par le LPS, la syntheése
du TNF-a, MIP-1a, MIP-1B et RANTES est signifi-
cativement diminuée, respectivement de 27 %, 29 %,
17 % et 42 % (figure 4). Dans les cultures de MDM,
la synthese de PAF diminue de 22 % avec Ia
PMS-601. De plus, I'effet sur la synthese des chimio-
kines pro-inflammatoires est plus importante avec
une diminution de 66 %, 60 % et 44 % respective-
ment pour MIP-1a, MIP-18 ct RANTES.
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Expression des cytokines
(Pourcentage du témoin non traité)
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MIP-1a
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Témoin non traité¢ [l PMS-601 100 UM

Figure 4. Effets de la PMS-601 sur la synthése des cytokines
pro-inflammatoires dans les monocytes. Les cellules ont 4té
traitées par 100 uM de la molécule puis stimulées par 100 ng/mL
de LPS. Les cytokines ont été dosées dans les surnageants de
culture deux heures aprés le début du traitement. Les résultats
sont exprimés en pourcentage du témoin non traité. Cette
expérience a 6té réalisée une seconde fois avec les cellules dun
autre donneur et les résultals sont strictement superposables.
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DISCUSSION

L'utilisation des polychimiothérapies antirétrovirales
dans le traitement des patients infectés par le VIH a
permis de mieux contrdler la réplication virale et de
diminuer I'incidence du sida et la mortalité liée a ce
syndrome, tout du moins dans les pays développés
[21]. Cependant, il est aujourd’hui admis que ces
puissantes thérapies ne permettent pas I'éradication
du virus ;

— dans les lymphocytes T CD4+ infectés de fagon
latente ;

- dans des tissus tcls que le SNC.

Leur faible biodisponibilité peut expliquer cet

“¢échec au niveau tissulaire mais également celui
vis-2-vis des désordres neurologiques associés au
VIH [22]. Tl semble donc aujourd’hui intéressant de
rechercher et de développer des traitements permet-
tant de diminuer la réplication virale et les processus
inflammatoires et neurotoxiques dans le SNC.

Les activités anti-VIH et anti-inflammatoires de la
PMS-601, démontrées in vitro lors de cette étude,
pourraient faire de cet antagoniste du récepteur au
PAF un excellent candidat comme traitement adju-
vant aux antirétroviraux. En effet, la PMS-601 pré-
sente une activité antivirale significative vis-a-vis de
plusieurs isolats viraux a tropisme macrophagique,
elle diminuc ie nombre de copies d’ADN proviral
dans les MDM, et elle interagit aussi bien lors des
phases précoces que tardives du cycle biologique du
VIH. De plus, son antagonisme du PAF et ses capa-
cités a inhiber la synthese du TNF-a et des B-chimio-
kines laissent supposer une capacité A diminuer les
processus inflammatoires, dont les cellules de la
lignée macrophagique sont la source principale. Or,
la réplication virale comme les processus neuro-
toxiques sont, pour une part, dépendants de ces
signaux pro-inflammatoires environnants [3, 12,
13, 23]. Par ailleurs, cette molécule potentialise
I"activité antivirale de I'AZT dans les MDM, ct les
résultats d’une étude récentc avec un autre antago-
niste du PAF, le lexipafant, administré A des patients
séropositifs présentant des troubles neurologiques
[24], confortent son éventuelle utilisation comme
thérapeutique adjuvante aux antirétroviraux actuel-
lement utilisés en clinique.
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