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Design, synthesis and pharmacological characterisation
of positive allosteric modulator for AMPA receptors:
dimeric compounds of the 1,2,4-benzothiadiazine 1,1-
dioxide family.

-Abstract- L-Glutamic acid is the key excitatory neurotransmitter
in the central nervous system (CNS). It exerts its biological activity
through the activation of either metabotropic or ionotropic receptors. The
diminution of the signalling pathway through AMPA receptors (an
ionotropic glutamatergic receptor) seems to be related to diverse
pathologies such as attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD),
schizophrenia, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. The use of positive
allosteric modulators on AMPA receptors has been postulated to be a

promising option for a therapeutic approach.

The results described hereafter follow the researches conducted by
Professor Pirotte’s team (LCP - ULiége) on benzothiadiazine dioxides
(BTD) structurally related to IDRA-21. These compounds act as positive
allosteric modulators of AMPA receptors. Some recent crystallographic
studies with active BTDs showed that two molecules simultaneously
occupy the allosteric pocket. Moreover the disposition of both compounds

seems to allow the design of dimeric molecules.

This work focused first on the synthesis of dimeric compounds
that could lie in both sub-sites at once; another aim of this work was the
development of a pharmacological assay allowing the characterisation of

their activity on glutamatergic receptors (AMPA or kainate).

Parnership with the UNamur allowed modelling studies that
identified the best dimeric candidates (157 - 158) to be synthesized.
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The biological assay, based on fluorimetric measurements,
allowing medium-throughput-screening, gave the opportunity to
characterise several compounds previously designed in the laboratory as

positive allosteric modulators on either AMPA or KA receptors.

It appeared that the compounds bearing a phenoxy substituent at
the 7-position of the BTD ring system were active on AMPA receptors,
especially compound 220m. A crystallographic study showed this
compound used to lie in the two sub-sites, as it could be expected for a

dimeric molecule.

The pharmacological evaluation of the dimeric compounds
showed they have an activity in a the nM range of concentration (158),
thus 10,000 times more potent than the corresponding monomeric
molecules. Moreover the crystallographic studies for the dimeric
molecules (157) and (158) showed they both occupy the two sub-sites in
the allosteric pocket of the AMPA receptors at once.

We reported here the success of the dimerisation process adapted
to the benzothiadiazine dioxide family of compounds as AMPA
modulators. The fluorimetric assays performed will allow the screening of
new potential families of compounds active either on the AMPA or the

kainate receptors.



Design, synthése et caractérisation pharmacologique de
modulateurs allostériques positifs des récepteurs AMPA :
application du concept de dimérisation a la famille des
1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxydes

-Résumé- Le L-glutamate est le principal neurotransmetteur
excitateur du systéme nerveux central. Il exerce son activité sur différents
types de récepteurs, tant métabotropiques qu’ionotropiques. Il semblerait
qu’une diminution de I’intensité des signaux via les récepteurs du sous-
type AMPA (récepteurs glutamatergiques ionotropiques) soit en lien avec
diverses pathologies, telles que les troubles du déficit de I’attention
(attention-deficit hyperactivity disorder ; ADHD), la schizophrénie, la
maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer. L’utilisation de
modulateurs allostériques positifs des récepteurs AMPA permettant leur
potentialisation semble étre une approche thérapeutique intéressante.

Cette these s’inscrit dans la continuité des recherches débutées par
notre équipe dans les années 90 sur la famille des benzothiadiazine
dioxydes, structuralement apparentés a I'IDRA-21 en tant que
modulateurs allostériques positifs des récepteurs AMPA. Différentes
¢tudes cristallographiques récentes ont été réalisées avec plusieurs
composés actifs du laboratoire et ont permis d’¢lucider I’interaction des
modulateurs au sein de la poche allostérique des récepteurs AMPA. Elles
mettent en évidence l’occupation simultanée de cette poche par deux
molécules de benzothiadiazine dioxyde. La disposition spatiale de ces
composés semble permettre la réalisation de composés dimériques.

Ce travail s’est concentré d’une part sur la synthése de composés
pouvant occuper simultanément les deux sous-sites d’interaction, et

d’autre part sur la mise au point de tests pharmacologiques permettant la



caractérisation in vitro de leurs propriétés sur les différents types de
récepteurs glutamatergiques (AMPA ou kainate).

Des études de modélisation, en partenariat avec I’UNamur, ont
permis d’établir un ordre de priorit¢é concernant les synthéses des

meilleurs candidats dimeéres (157 - 158).
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La mise au point de méthodes de screening a moyen rendement
basées sur des mesures fluorimétriques permit 1’évaluation de divers
composés issus de la chimiothéque du laboratoire, tant sur les récepteurs
AMPA que kainate. Les résultats obtenus par ces méthodes sont proches
de ceux déja décrits dans la littérature pour des composés de référence.

Lors du screening, les composés porteurs d’un groupement
phénoxy en position 7 se sont révélés €tre particulierement actifs sur les
récepteurs AMPA, notamment le composé (220m). La résolution
cristallographique de ce dernier montra que cette molécule occupe les
deux sous-sites d’interaction, comme attendu pour les dimeres.

L’évaluation des composés dimériques révéla qu’ils disposent
d’une activité¢ de I’ordre du nanomolaire (158), soit 10 000 fois plus actifs
que les monomeres ayant servi a leur création. D’autre part, les résultats
de cocristallisation démontrent formellement que les dimeres (157) et
(158) occupent bien les deux sous-sites d’interaction au niveau de la

poche allostérique des récepteurs AMPA.



Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis de
démontrer avec succés ’applicabilité du concept de dimérisation aux
benzothiadiazine dioxydes en tant que modulateurs allostériques positifs
des récepteurs AMPA. Les tests fluorimétriques a moyen débit mis en
place permettront 1’évaluation pharmacologique de futures familles de

composés actifs sur les récepteurs AMPA et kainate.
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Chapitre 1

Introduction




1.1 Les neurotransmetteurs

A la fin du XIX® siécle, deux théories expliquant le passage de
signaux depuis le systéme nerveux central (SNC) aux nerfs sont en
opposition. D’un part celle de Camillo Golgi qui considérait que le
systéme entier (cerveau et nerfs) s’organisait en un réseau continu et que
le message voyageait tout du long sans interruption, comme le sang dans
le réseau des vaisseaux sanguins. Son mod¢le reposait sur des
observations, rendues possibles grace a 1’aide du colorant qu’il avait
développé, des cellules qui constituent le SNC. Il observait que ces
derniéres se comportaient comme les fils entrelacés d’une installation
¢lectrique. D’autre part Santiago Ramon Y. Cajal, en se basant sur des
observations semblables a celles réalisées par Golgi, soutenait une
organisation discontinue du systtme et constituée de cellules
individuelles, appelées neurones, communiquant entre elles par contact. Il
fallut attendre cinquante années de plus et I’invention du microscope

¢lectronique pour valider la théorie de Cajal [Bear et al., 2006].

L’existence de ces deux théories sur la nature du réseau impliquait
la formulation de deux théories sur la manicre dont les informations sont
transmises dans ce réseau. La premiére, qui supposait un stimulus de
nature électrique, s’ajustait bien avec la description du réseau de Golgi et
pouvait pareillement s’accommoder a la théorie de Cajal ou la
modification du potentiel de membrane passait de neurone en neurone par
contact. La seconde soutenait que les informations étaient transmises via
des molécules chimiques. Cette vision, appuyée par une série
d’expériences rapportées par Claude Bernard ou Thomas Elliott, ne
trouvait pas sa place dans la théorie du réseau de Golgi. En effet, a

I’époque, on pensait déja que des actions spécifiques, telles que
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I’activation des neurones et le transfert d’informations, nécessitaient des
molécules précisément assignées a cette tdche [Bear ef al., 2006]. C’est
cette derniére qui s’imposera avec la découverte des molécules activant

les neurones, nommeées « neurotransmetteurs ».

Si la théorie actuelle est en accord avec une stimulation chimique
des neurones entre eux, elle ne se base pas que sur cette derni¢re. La
conception de Cajal concernant les neurones, en tant qu’unités de base du
SNC, est toujours acceptée. Quant aux fentes entre les neurones, les
synapses, ce sont des points particulierement importants pour le transfert
de I’information. Une majorité de ces communications se déroule au
moyen de neurotransmetteurs. Néanmoins, il existe aussi des points de
rencontre entre neurones ou l'influx est véhiculé de manicre électrique
(tight-junction réalisant alors des synapses €phaptiques). De méme, le
long d’un axone, c’est une modification du potentiel membranaire qui
circule et qui provoque finalement la libération des neurotransmetteurs.
Enfin, d’autres voies de signalisation, telles que la transmission mixte,
autocrine, paracrine, ou a longue distance (hormonale entre autres),
existent également. Ainsi, les deux hypotheses n’étaient finalement pas

exclusives, mais complémentaires.

Une série de criteres fut établie pour permettre la caractérisation des
neurotransmetteurs. Pour qu’une molécule puisse étre considérée comme

telle, elle doit répondre aux critéres suivants :

- étre synthétisée et stockée dans les neurones présynaptiques, ce qui
implique la présence dans le neurone de la molécule et de son
enzyme de synthese ;

- étre libérable dans 1’espace synaptique sous une forme

chimiquement identifiable ;
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- reproduire sur la cellule postsynaptique [’événement spécifique
(dépolarisation, internalisation d’un récepteur...) observé apres
stimulation du neurone présynaptique ;

- étre bloquée de manic¢re pharmacologique par des antagonistes
compétitifs ;

- posséder un mécanisme de neutralisation pour achever 1’action sur

la cellule postsynaptique (recapture, inhibition enzymatique...).

Bien qu’entre 20 et 40 molécules soient communément admises
comme neurotransmetteurs, seuls [’acétylcholine et [D’acide y-
aminobutyrique (GABA) remplissent actuellement I’ensemble de ces
conditions. Ces molécules sont regroupées en trois grandes familles de
neurotransmetteurs selon leur nature chimique : les acides aminés, les

monoamines et les peptides.

Evoquons ici la complexit¢ des phénoménes liés & la
neurotransmission. Elle ne se limite pas seulement a [’action des
différents neurotransmetteurs. En effet, outre la molécule stimulante, il
faut garder a I’esprit que chacun posseéde son propre systeme d’action et
de régulation ; ils disposent de machineries propres, de méthodes de
stockage, de recapture, de dégradation et de synthése. Finalement, les
neurotransmetteurs ne sont qu’un rouage dans la mécanique, et s’ils sont

nécessaires a la transmission, leur action seule n’est pas suffisante.
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1.1.1 Les neuropeptides

Les peptides sont les neurotransmetteurs avec les structures les plus
complexes et les plus volumineuses. Contrairement aux acides aminés et
monoamines, les peptides n’ont pas une action directe sur les récepteurs
du neurone postsynaptique, ce qui a conduit a des difficultés pour I’étude
et la compréhension de leurs mécanismes. Ces transmetteurs agissent plus
comme des hormones et possédent un rayon d’action plus large autour des
neurones qui les sécrétent. Une des différences avec les petites molécules,
c’est qu’ils se lient presque exclusivement a des récepteurs de type
métabotropique (ou GPCR, G-protein coupled receptors, pour récepteurs
couplés aux protéines G), ce qui implique un mode d’action plus lent,
mais plus durable dans le temps, de manicre analogue aux hormones. Ces
différences avec les neurotransmetteurs font que ces peptides sont aussi
repris sous 1’appellation de neuromodulateurs. Par exemple, les peptides
hypothalamiques agissent sur le stress [Reichman et al., 2015], les
peptides opioides et la substance P (1) ont un réle en lien avec la douleur
[Bove et al., 1997].

NH,

HNZ “NH

NH;
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HZN\/\/l o}
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W NG AN I AN I AN L
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1

Figure 1.  Substance P.
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Il a été établi que des peptides sont engagés dans des systémes de
controle du sommeil, de 1’excitation, des sentiments, de ’anxiété, de
récompense, de mémorisation... Bien que ceux-ci appartiennent a la
classe de neurotransmetteurs pour laquelle les connaissances sont les plus
limitées, leurs implications potentielles comme cibles thérapeutiques

futures éveillent un grand intérét [Brain et al., 2006].

1.1.2 Les monoamines

Les monoamines constituent une deuxiéme classe de

neurotransmetteurs ; ces derniéres sont toutes dérivées d’acides aminés.

Cette classe regroupe les catécholamines, comme la dopamine (3),
I’adrénaline (4) et la noradrénaline (5), toutes dérivées de la tyrosine (2)
par ’action de la tyrosine hydroxydase afin d’obtenir la fonction catéchol.
La dopamine (3) est principalement responsable du contréle moteur, de

I’humeur, de I’attention et des circuits de la récompense.

L’adrénaline (4) et la noradrénaline (5) ont également un impact
périphérique en agissant comme neurotransmetteurs du systéme
orthosympathique. L’adrénaline peut aussi étre excrétée au niveau des
glandes surrénales dans le flux sanguin, comme les hormones. Cette
libération conduit a des réponses viscérales coordonnées [Bear et al.,

2006].
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Figure 2.  Tyrosine (2) et ses dérivés.

La sérotonine (7) est un neurotransmetteur dérivé du tryptophane
(6) agissant sur les récepteurs sérotoninergiques (5-hydroxytryptamine ou
5-HT). Les neurones sérotoninergiques sont peu nombreux,
comparativement aux récepteurs glutamatergiques par exemple, mais ont
un réle déterminant dans la régulation de ’humeur, les émotions et le

sommeil [Folk et al., 1988].

o] HO,
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| NH, |
N N
H H
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H
L
CFs
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Figure 3. Tryptophane (6), sérotonine (7) et fluoxétine (8).

La régulation de I’activité des neurotransmetteur sur les neurones
est crucial pour 1’organisme (voir le point 1.2 portant sur 1’excitotoxicité).
De¢s lors, toute une série de mécanismes s’activent pour limiter le temps
de vie des neurotransmetteurs dans la synapse une fois leur action
effectuée. Ces mécanismes peuvent entrainer la dégradation, inhiber ou

recycler ces molécules. Pour la sérotonine (7), son recyclage, ou sa
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recapture, est I’opération d’un transporteur spécifique. L’inhibition de
I’activité de ce dernier permet d’augmenter les taux de sérotonine et
d’avoir une action antidépressive, faisant de lui une cible thérapeutique.
La fluoxétine (Prozac®) (8) est un exemple d’antidépresseur inhibant la

recapture de la sérotonine [Rossi et al., 2004].

Enfin, la derniére molécule de la famille des monoamines est un
dérivé de I’histidine (9) : "histamine (10). Son action se fait sur quatre
récepteurs métabotropiques (H;4). Les récepteurs Hi., sont présents dans
le SNC et de maniere périphérique. Leurs actions au sein du SNC sont a
la base des effets indésirables des anti-H1 : la sédation. Leur inhibition a
permis le développement de nombreux composés thérapeutiques actifs :
soit antiallergiques (anti-H;), soit antiacides gastriques (anti-H,). Les
récepteurs Hs; sont présents dans le SNC. Leur activation est en lien avec
la mémorisation, le cycle veille-sommeil et ’homéostasie énergétique
générale du corps. Il n’y a, pour le moment, aucun composé thérapeutique
pour ce récepteur. Enfin, les récepteurs Hs sont absents du SNC. En
périphérie, les connaissances sur leurs mécanismes d’action et leurs

implications restent limitées [Shahid et al., 2009].

0]

N N NH
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Histidine 9 Histamine 10

Figure 4.  Histidine (9) et histamine (10).



1.1.3 L’acétylcholine

Premier neurotransmetteur découvert par Otto Loewi [Bear et al.,
2006], I’acétylcholine (11) est connue comme le neurotransmetteur du

systéme nerveux autonome et des jonctions neuromusculaires.

L’acétylcholine se distingue des autres neurotransmetteurs par sa
nature chimique. Elle n’est ni un acide aminé, ni une monoamine, ni une
protéine. Néanmoins, certaines classifications la rapprochent des acides
aminés puisqu’elle partage avec ces composés, la simplicité structurale et
I’abondance. En effet, les molécules servant a sa synthése, la choline et
I’acétyl-CoA, sont facilement disponibles et ubiquitaires dans 1’organisme
(la premicre est fournie par 1’alimentation comme les acides aminés, et la
seconde est produite par la dégradation des glucides et des lipides)
[Waxham et al., 1997]. Enfin, I’action d’une seule enzyme, la choline

acétyltransférase, permet d’obtenir le neurotransmetteur.

Chlorure d'acétylcholine 11

Figure 5. Acétylcholine (11).

L’action de [D’acétylcholine (11) se fait par les récepteurs
nicotiniques et muscariniques [Tiwari ef al., 2013]. Le premier est un
récepteur ionotropique perméable aux ions sodiques, composé de cing
sous-unités. Il se caractérise par une réponse excitatrice postsynaptique
rapide et bréve [Otto et al., 2017]. Le second est un GPCR. L’effet de ce
dernier peut, entre autres, inhiber 1’adénylate cyclase, stimuler la
phospholipase C ou activer des canaux potassiques. Ces réponses peuvent
étre excitatrices ou inhibitrices, dépendant de la présence présynaptique

ou postsynaptique du récepteur.



1.1.4 Les acides aminés

Enfin, les acides aminés sont la classe de neurotransmetteurs la plus
importante et la mieux décrite a I’heure actuelle. Cependant, 1’idée que
des acides aminés puissent jouer le role de neurotransmetteurs fut au
centre d’importants débats. La premicre idée fut que pour des
phénomenes aussi importants que la neurotransmission, des molécules
spécifiquement dédiées a cette action devaient étre utilisées. Il ne semblait
pas concevable que des molécules, présentes dans toutes les cellules pour
la synthése peptidique, puissent étre utilisées pour cette tdche si
spécifique. Il s’est finalement avéré que les neurotransmetteurs doivent

étre présents en quantité et facilement disponibles.

Sur base de leur action excitatrice ou inhibitrice sur le systéme
nerveux, la classe des acides aminés neurotransmetteurs se sépare en deux
sous-classes. C’est le chercheur Hayashi qui mit en avant les propriétés
excitatrices de I’acide L-glutamique (12) [Hayashi T., 1954]. Il observa
qu’une injection de ce composé dans les carotides ou dans le cerveau
conduisait a des épisodes épileptiques. Ceux-ci traduisaient donc le lien
entre cet acide aminé et une action physiologique. Ainsi, il fut le premier
a démontrer ’action excitatrice d’un acide aminé sur le SNC [Watkin et
al., 2006]. Par la suite, d’autres acides aminés ont été caractérisés comme
molécules excitatrices ; toutefois, leur mode d’action se fait au moyen des
récepteurs glutamatergiques. Ainsi, 1’acide L-aspartique (13), homologue
inférieur de ’acide L-glutamique (12), a pareillement montré une activité
excitatrice [Gundersen et al, 1998]. De plus, d’autres molécules,
naturelles ou synthétiques, ont dévoilé une activité excitatrice, comme le
NMDA (14) (acide N-méthyl-D-aspartique), les acides L- et D-
homocystéiques (15 - 16), ’acide B-N-oxalyl-L-a,B-diaminopropionique
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(17) (ou B-ODAP, extrait végétal de Lathyrus sativus), D’acide
quisqualique (19) (isolé de Quisqualis sp.), I’acide kainique (18) (isol¢ de
Digenia simplex), ou plus tardivement son analogue, I’AMPA (20)
(Pacide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole-propionique)
[Krogsgaard-Larsen et al., 1980]. Ces deux derniers acides manifesteront

plus tard leur importance dans la classification des sous-types de

récepteurs.
(o} (e} 0} (0}
o hon POy on oy Ao
NH, O NH, O HN_
Acide L-Glutamique 12 Acide L-Aspartique 13 NMDA 14
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Figure 6. Acide L-glutamique (12) et quelques dérivés.

Le GABA (21), structurellement proche de 1’acide L-glutamique
(12), constitue quant a lui le neurotransmetteur inhibiteur de référence
dans le SNC. De maniere analogue a 1’acide L-glutamique (12), d’autres
composés inhibiteurs, actifs sur les récepteurs GABA, ont aussi été
caractérisés, comme la [-alanine (22) homologue inférieur direct du
GABA. La taurine (24), bioisostere de la f-alanine (22), est supposée agir
comme inhibiteur [Wu and Prentice, 2010]. La glycine (23) bien
qu’homologue inférieur du GABA et molécule inhibitrice, n’agit pas sur
ces récepteurs. Elle est cependant le principal inhibiteur au niveau de la
moelle épiniére mais en agissant sur des récepteurs dédiés.
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Figure 7. GABA (21) et autres inhibiteurs.

D’un point de vue métabolique, le GABA (21) est obtenu au départ
de L-glutamate (12) grace a une seule enzyme: 1’acide glutamique
décarboxylase (glutamic acid decarboxylase ou GAD) [Defelipe et al.,
2013]. Donc, en wune seule ¢étape, le glutamate, principal
neurotransmetteur excitateur, peut donc étre converti en GABA, principal

neurotransmetteur inhibiteur.

Les différents neurotransmetteurs agissent de manicre a conserver
I’homéostasie de I’organisme. Pour que celle-ci soit préservée, il faut que
les especes actives soient extrémement bien régulées par des enzymes
spécifiques dans les synapses, comme déja mentionné. Une action
prolongée, non contrdlée de ces transmetteurs, peut conduire a des effets
particulicrement délétéres, méme si dans certains cas, comme pour la
sérotonine, cette augmentation est recherchée a des fins thérapeutiques.
Dans le cas du L-glutamate, une action prolongée peut s’avérer
désastreuse pour le SNC. L’ensemble des conséquences en lien avec cette
action non contrdlée et prolongée du L-glutamate est repris sous le terme

d’excitotoxicite.



1.2 Excitotoxicité

Comme nous I’avons déja mentionné, le L-glutamate est le principal
responsable de I’excitation et donc de la transmission de messages entre
les neurones. Cependant, il peut se révéler particulierement néfaste
lorsqu’il est libéré de maniére excessive et prolongée. L’excitotoxicité est
un processus pathologique, autoentretenu, au cours duquel une cellule
nerveuse est endommagée, voire détruite a la suite d’une action prolongée
de molécules excitatrices (naturelles ou de synthése). Dans les conditions
homéostatiques, la concentration en L-glutamate au sein de la synapse ne
dépasse pas 1’ordre du millimolaire, et ce, pour une durée trés courte de
I’ordre de la milliseconde, grace a 1’action d’enzymes qui le recapturent

ou le neutralisent.

L’exces de L-glutamate conduit & une dépolarisation prolongée du
neurone. Celle-ci méne a une cascade d’événements qui finit par la mort
neuronale. Parmi ces phénomeénes, trois ¢léments interdépendants peuvent
étre cités. Premierement, la dépolarisation permet un afflux d’ions
sodiques dans le neurone. Ceux-ci sont suivis, par diffusion passive,
d’ions chlorures pour maintenir 1’équilibre ionique. Cet afflux d’ions
provoque un déséquilibre osmotique qui conduit a I’entrée d’eau dans le
neurone selon le nouveau gradient. L’eau provoque alors un gonflement
cellulaire qui aboutit a la rupture membranaire et donc a la mort
cellulaire. Ce gonflement est généralement réversible, si la dépolarisation
du neurone s’arréte dans un délai de I’ordre de la minute [Choi, 1985].
Deuxiémement, la dépolarisation, accentuée par 1’afflux d’ions sodiques,
conduit a I’activation de canaux glutamatergiques voltage-dépendants qui
sont perméables aux ions calciques. La concentration cytosolique en ions

calciques est de 1’ordre de la centaine de nanomolaires. L’augmentation
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de cette concentration est le point de non-retour pour le neurone, car les
mécanismes de controle de celle-ci ont été atténués ou rendus inopérants
par le déséquilibre ionique (échangeur Na/Ca®"). Cet afflux d’ions
renforce encore le gonflement osmotique, mais surtout active des
enzymes dépendants de la concentration en ions calciques, notamment des
peptidases [Siman et al., 1989], des nucléases [Orrenius et al., 1989] et
des lipases [Doble, 1999], qui vont provoquer la digestion du neurone et
donc sa mort. Troisiemement, la quantit¢ de L-glutamate dans la fente
synaptique va augmenter. Cette augmentation est due a la dépolarisation,
a Dlafflux d’ions calciques, au ralentissement ou a I’arrét de ses
transporteurs et a la lyse des neurones. Si les concentrations de L-
glutamate dans la synapse sont de l'ordre du millimolaire, les
concentrations dans les vésicules du bouton axonique peuvent atteindre
jusqu’a 100 mM.
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Figure 8. Résumé des mécanismes d’excitotoxicité [Doble, 1999].



Ce L-glutamate répandu au voisinage du neurone va pouvoir
diffuser vers d’autres cellules proches et provoquer une dépolarisation
prolongée, et ainsi redémarrer la cascade d’événements mortels, a tel
point que le phénoméne devient un cercle vicieux [Beal ef al., 1992]
[Doble, 1999] [Kristensen ef al., 2001] [Bear et al., 2006] [Deng et al.,
2006] [Liu et al, 2007]. Divers ¢léments peuvent déclencher ce
processus, comme un accident vasculaire cérébral (AVC) ou un arrét

cardiaque [Benveniste ef al., 1984].
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\ Lyse /

Cellulaire

l
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Figure 9.  Cercle vicieux du L-glutamate dans I’excitotoxicité.
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1.3 La synapse glutamatergique

L’activit¢ du L-glutamate s’exerce au travers des synapses
glutamatergiques. Ces synapses sont constituées par ’interaction entre
deux neurones et des cellules gliales. Ce type de synapse est appelé

« synapse tripartite ».

La cellule gliale impliquée dans cet ensemble s’occupe
principalement de la régulation du L-glutamate libre dans la fente
synaptique. La régulation de ce dernier est un paramétre clé dans le
systéme nerveux central vu les graves problémes liés a I’excitotoxicité. Le
processus principal est appelé cycle glutamate-glutamine. 11 permet la
neutralisation de L-glutamate en le transformant en L-glutamine, inactive
sur les récepteurs glutamatergiques. La libération du L-glutamate est
déclenchée suivant un mécanisme dépendant de la concentration en ions
calciques. L’entrée de ces ions s’opere par les canaux N et P/Q voltage-
dépendants qui se trouvent au plus prés des vésicules de stockage
[Birnbaumer et al., 1994]. D’autres récepteurs interviennent aussi dans la
régulation, tels que les récepteurs glutamatergiques métabotropiques des
groupes II et III, les récepteurs cholinergiques, les récepteurs k-opioides
ou les récepteurs GABA, entre autres [Meldrum et al., 1998]. Une fois le
L-glutamate libéré dans la fente synaptique, il peut interagir avec ses
récepteurs et les activer. Sa présence et son action prennent fin grace a des
transporteurs présents sur la cellule gliale. Ces derniers sont repris sous
I’appellation générique des EAAT 1-5 (excitatory amino acid
transporters) [Kataoka et al., 1997]. Le type de transporteur rencontré
dépend du type cellulaire et de I’emplacement dans le SNC [Lehre ef al.,
1998]. EAAT-1 et 2 sont aussi respectivement nommés GLAST (glial

glutamate and aspartate transporter) et GLT1 (glial glutamate
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transporter) et sont spécifiques a la cellule gliale, tandis que les trois
derniérs sont propres aux neurones. La force motrice du transport est le
gradient de concentration sodique/potassique ; pour GLT1, une molécule
de glutamate associée & trois ions Na' et un H' rentre dans la cellule pour
la sortie d’un ion K' [Levy et al, 1998]. Ces transporteurs sont
particulierement importants dans la mesure ou ils représentent 2 % de la
quantité totale des protéines du SNC [Martinez-Lozada ef al., 2015]. Une
fois le glutamate internalisé, il est trés rapidement converti en glutamine
sous I’action de la glutamine synthétase. La glutamine est ensuite menée
des cellules gliales vers les neurones au travers des SNAT (sodium-
dependent neutral amino acid transporter). Dés qu’elle se trouve dans les
neurones, la glutamine régénére le L-glutamate sous 1’action de la
glutaminase neuronale. Le L-glutamate est ensuite stocké dans les
vésicules du bouton synaptique par les VGLUT 1-3 (vesicular glutamate
transporter), terminant ainsi le cycle. Bien que le L-glutamate puisse étre
synthétisé¢ par les neurones via le cycle de Krebs, la majorité du L-
glutamate utilisé provient du cycle glutamate/glutamine [Hamberger et
al., 1979]. Enfin, la glutamine est aussi un intermédiaire clé dans la
synthése du GABA et agit comme lien entre les deux principaux systémes
excitateur et inhibiteur. Lorsqu’elle peut étre transportée dans des
neurones GABAergiques, convertie par la glutaminase, elle devient le L-
glutamate et est ensuite directement transformée en GABA sous ’action
de la GAD. Une fois le GABA utilisé dans la synapse, il est internalisé
par les GATI1-2 (GABA transporter I pour les neurones et 2 pour les
cellules gliales). Il y est métabolisé par la GABA-T (GABA-transaminase)
en L-glutamate. Celui-ci peut soit étre utilisé pour régénérer du GABA au

moyen de la GAD, soit étre transformé en glutamine.
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Figure 10. Cycle glutamatergique.

1.3.1 Les récepteurs glutamatergiques

Apres avoir décrit la biosynthése du L-glutamate, il semble
important de présenter ses différentes protéines cibles. Ces derniers sont

soit des récepteurs métabotropiques soit ionotropiques.

1.3.1.1 Les récepteurs métabotropiques

Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR), ou
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR), ou récepteurs a sept
domaines transmembranaires, sont capables de moduler I’activité¢ de la
phospholipase C (voie Gq) ou de ’adénylate cyclase (voie Gi/G,). Leur

agissement nécessitant I’intervention de seconds messagers, il est plus
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lent que celui des récepteurs ionotropiques, mais permet une action

prolongée dans le temps.

Huit types de récepteurs différents ont été isolés (mGIuR1-8)
[Niswender, et al., 2010]. Sur base de leur homologie de séquence, ces
récepteurs peuvent étre classés en trois familles. Cette classification sur
base séquentielle s’aveére aussi étre fonctionnelle, les récepteurs des

différentes familles recrutant les mémes seconds messagers.

* Le groupe I comprend les récepteurs mGluR1 et mGIuRS ; ils
recrutent Gy

* Le groupe II comprend les récepteurs mGIluR2 et mGIuR3 ; ils
recrutent Gi/Go.

* Le groupe IIlcomprend les récepteurs mGluR4, mGIluR6,
mGluR7 et mGIluRS ; ils recrutent aussi Gi/G,.

Sequence similarity
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mGlu,

mGlu,
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mGlu,
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Figure 11. Classification des sous-types des mGluR (adapté de [Archer et
al., 2006]).

Les récepteurs du groupe I sont localisés de manicre
postsynaptique. Leur activation, qui aboutit & une libération d’ions

calciques intracellulaire, augmente 1’excitabilit¢ du neurone. 4 contrario,
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ceux du groupe II et III se trouvent du coté présynaptique et leur
activation est inhibitrice, en limitant la libération de L-glutamate dans la
fente synaptique. Ils permettent un rétrocontrdle afin de limiter la
libération de L-glutamate. Les récepteurs du groupe III sont localisés
exclusivement dans la partie terminale de 1’axone, ou ils sont des
autorécepteurs. Les récepteurs du groupe II sont localisés de maniére plus
diffuse sur I’axone et semblent faire partie d’un des mécanismes de
protection contre 1’excitotoxicité en cas d’accumulation de L-glutamate

[Simeone et al., 2004].

1.3.1.2 Les récepteurs ionotropiques

Les récepteurs ionotropiques (iGluR) sont constitués de quatre sous-
unités ; ce sont des récepteurs canaux homo- ou hétéromériques. La
perméabilité des canaux est spécifique a certains cations (Na', K ou
Ca”") et celle-ci varie selon le sous-type de récepteur. Il existe trois sous-
types de récepteurs ionotropiques, baptisés selon le nom des molécules

d’intérét pharmacologique ayant servi durant leur caractérisation.

Les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) (14) furent les
premiers récepteurs canaux de la famille des iGluR a étre caractérisés
[Watkins ef al., 2000]. Ces canaux tétramériques peuvent étre constitués
au départ de sept sous-unités distinctes (NR1, NR2A-D et NR3A-B). Ce
sont des hétéromeres stricts, toujours constitués de deux sous-unités NR1
capables de lier la glycine (23) qui agit ici comme co-agoniste du L-
glutamate (12), et de deux autres sous-unités liant le L-glutamate (NR2-
3). La liaison seule des co-agonistes est une condition nécessaire, mais
non suffisante a ’ouverture du pore du canal. En effet, les récepteurs

NMDA sont inhibés par la présence d’un ion magnésique. Pour chasser
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I’ion Mg*" et ouvrir le canal ionique, une dépolarisation préalable du
neurone est nécessaire. Les canaux NMDA sont donc des canaux voltage-
et ligand-dépendants. La dépolarisation neuronale est réalisée par
I’activation des autres iGluR ligand-dépendants. Le récepteur NMDA,
bien que ne participant pas directement a la transmission rapide du signal
glutamatergique, a un role important dans ce dernier a cause de sa grande
perméabilité calcique et de sa faible et plus lente désensibilisation. Ce
récepteur NMDA est difficile & activer, mais c’est lui qui fournit la
majorit¢ de I’influx ionique (calcique en particulier). Enfin, sur la base
historique et sur base des propriétés pharmacologiques, les iGluR sont
classés dans deux familles : les récepteurs NMDA et non-NMDA qui

reprennent les récepteurs kainate et AMPA.

Les récepteurs kainate (2-carboxy-3-carboxyméthyl-4-
isopropenylpyrrolidine ou acide kainique) (18) sont des canaux
tétramériques assemblés au départ de cinq sous-unités différentes
dénommées KA1-5 (respectivement référencées GluR5-7 et KA1-2 par le
passé) [Kew et al.,, 2005]. Toutes les sous-unités peuvent lier le L-
glutamate, mais seules les sous-unités KAI1-3 peuvent former des
homomeres fonctionnels. D’un point de vue pharmacologique, les canaux
KA et AMPA présentent des similitudes dans leur mécanisme
d’activation, leur cinétique (inférieure a la dizaine de millisecondes) ou
leur perméabilité aux ions Na' et K'. Ils constituent les récepteurs les

moins bien connus de la famille iGluR.

Enfin, les récepteurs AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-

isoazolepropionique) (20) sont la cible pharmacologique de ce travail.

1-24



C’est pour cette raison que leurs propriétés vont étre développées plus en

détail au cours des points suivants.
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Figure 12. Acide glutamique (12) et ses agonistes de synthese
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1.4 Les réecepteurs AMPA

Comme les autres iGluR, les récepteurs AMPA sont des canaux
tétramériques. Ils s’organisent en réalité¢ structurellement comme un
dimeére de diméres. Chacune des sous-unités constitutives peut étre
sélectionnée parmi quatre protéines GluAl-4. Contrairement aux
récepteurs KA, toutes les différentes sous-unités AMPA forment des
homoméres fonctionnels. Ils présentent une perméabilité aux ions Na", K"
et Ca®". Ces protéines peuvent ensuite étre soumises a des modifications
post-traductionnelles. La premicre intervenant pour ces protéines est la
variante flip (pas d’épissage) ou flop (apres épissage). Un autre épissage
peut aussi étre observé sur la partie C-terminale de la protéine, conduisant
a des formes courtes et longues pour les unités GluA2, 3 et 4. Outre les
variations de plusieurs acides aminés, certaines modifications ponctuelles
peuvent étre mises en avant. Deux sites d’édition sont reconnus pour avoir
des impacts significatifs sur les récepteurs : les sites R/G et Q/R. Toutes
les protéines GluA sauf GluA1l sont ainsi modifiées au niveau de leur site
R/G ou la glycine est remplacée par une arginine. La position de ce site
étant juste en amont de la zone flip/flop, les sous-unités GluA3-4 ont un
délai de récupération plus élevé par rapport a GluAl. Enfin, I’édition du
site Q/R, localisé sur la boucle rentrante M2 au cceur du pore du canal, sur
la sous-unit¢ GluA2, a pour conséquence une modification de sa
perméabilité vis-a-vis des ions calciques. En effet, la présence d’une seule
sous-unit¢ GluA2(R) dans un assemblage conduit a un arrét des flux
calciques au travers de ce récepteur. D’autres modifications, de nature
post-traductionnelle, impliquent des phénomenes de glycosylation, de

palmitoylation ou de phosphorylation.
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Les récepteurs AMPA présentent une grande hétérogénéité de
constructions possibles conduisant a des canaux fonctionnels. Ces
variations d’assemblage sont d’ailleurs observées dans ’ensemble du
SNC [Hollmann et al., 1994]. C’est pour cette raison que depuis le début
de cet ouvrage, nous avons parlé des récepteurs AMPA et non du

récepteur AMPA.

1.4.1 Structures des sous-unités GIUA

Les sous-unités GluA sont des protéines contenant environ 900
acides aminés et d’un poids moléculaire de 100 kDa selon la nature de la
sous-unité [Hollmann et al., 1994]. Elles sont encodées par quatre génes
différents et présentent en moyenne 70 % de conservation. Le degré de
conservation en acides aminés est cependant trés variable selon le

domaine.

Figure 13. Structure interne d’une sous-unit¢ AMPA.

1-27



Comme représenté sur la figure 13, la protéine se compose de

différents domaines :

Le domaine N-terminal (ATD pour amino terminal domain)
contient entre 400 et 450 résidus. La séquence primaire de cette
partie ressemble fortement a celle du domaine de fixation du
ligand du mGluR1a, mais les repliements et les différents ponts
disulfures ménent a des structures secondaires totalement
différentes. Cependant, cette observation reste intéressante a
souligner, car les deux parties des protéines ont des roles
totalement différents selon le type de récepteur glutamatergique.
Le role de I’ATD n’est pas encore bien compris, quoique des
expériences visant a réaliser des mutants ou il était supprimé ont
montré que ces canaux étaient aussi efficaces que leur pendant
wild-type [Pasternack et al., 2002] [Matsuda et al., 2005]. L’ATD
ne jouerait donc pas de role dans le fonctionnement strict du canal.
Néanmoins, d’autres études démontrent que I’absence d’ATD
aurait un impact sur la cinétique d’activation [Jin et al., 2002]
[Pasternack et al., 2002]. Si son rdle dans 1’activation reste mal
compris, l’implication de I’ATD dans les phénomenes de
trafficking et d’assemblage des récepteurs est bien établie
[Kuusinen et al., 1999] [Leuschner et al., 1999] [Ayalon et al.,
2001] [Bredts et al., 2003] [Ayalon et al., 2005] [Qiu et al., 2009].
Des résultats cristallographiques montrent que les ATD forment
spontanément des dimeres [Sobolevsky et al., 1999] [Clayton et
al., 2009] [Jin et al., 2009] [Kumar et al., 2009]. Ce sont, par la
suite, les travaux de Sobolevsky qui ont prouvé que 1’assemblage
en dimére de dimeres des récepteurs débute a partir de ’ATD.

Outre cette fonction structurelle, I’ATD posséde des sites de
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fixation pour le Zn>" et pour certains types de modulateurs
allostériques négatifs [Rassendren et al., 1990] [Bresink et al.,
1996] [Dreixler et al., 1997]. Enfin, la conservation de la séquence
est ici relativement faible et est de 35 % entre les différentes sous-

unités GluA [Traynelis et al., 2010].

Le domaine transmembranaire (TMD pour transmembrane
domain) est constitué de trois hélices oo nommées M1, M3 et M4,
qui traversent la membrane de part en part, ainsi que d’une boucle
rentrante M2. Cette partie du récepteur présente entre 85 % (M1-
M2-M3) et 93 % (M4) de similitude de séquence entre les
différentes sous-unités [Traynelis et al., 2010]. En suivant la
séquence d’acides aminés, la premicre structure du canal est une
petite hélice pré-M1, paralléle a la membrane, qui joue un role
structurant essentiel entre les hélices M3 et M4. Puis vient ’hélice
M1, premiére structure transmembranaire ; elle se trouve sur la
partie extérieure du pore. Directement apres se trouve la boucle
rentrante M2. C’est au niveau de la boucle M2 que I’épissage
alternatif du site Q/R a lieu, menant au changement de
perméabilité calcique des sous-unités GluA2. Cette sélection vis-
a-vis des ions calciques vient de 1’exposition des acides aminés de
la boucle M2 au cceur du pore du canal. Le remplacement de la
glutamine (Q), ne présentant pas de charge, par ’arginine (R),
présentant une charge positive, change drastiquement les
propriétés du canal. En effet, la charge positive empéche le
passage des ions calciques, alors que la présence de glutamine
permettait un mécanisme de transition aisé des ions Ca’'.
L’édition du site Q/R est aussi un facteur de rétention des sous-
unités dans le réticulum endoplasmique. De fait, les homomeres
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GluA2 ont tendance a étre retenus, alors qu’en association avec
une autre sous-unité, le récepteur sortirait sans difficulté [Barry et
al., 2002]. Apres la boucle M2 se trouve I’hélice M3 qui est la
deuxieme hélice structurante du pore ; cette hélice est orientée
dans le sens inverse de I’hélice M1. L’hélice M3 se trouve au
centre du pore et interagit sur la fin de sa séquence avec 1’hélice
pré-M1 au niveau de l’interface de la membrane. La dernicre
hélice M4 se situe bien plus loin dans la séquence. Elle est liée aux
autres parties structurantes du pore au travers du site de fixation
du L-glutamate (sous-partie S2). L’hélice M4 se trouve le plus a
I’extérieur du canal. Cette dernicre hélice interagit grandement
avec les hélices de la sous-unité adjacente, remplissant ici un rdle
de pont entre les différentes protéines constituant le canal

[Wollmuth et al., 2004].

La zone flip/flop précede directement I’hélice M4 et relie le canal
a S2, une partie du domaine de fixation du ligand. Cette zone n’est
pas a strictement parler un domaine constitutif comme I’ATD ou
le TMD. Toutefois, elle a un impact élevé sur la cinétique des
récepteurs et mérite donc d’étre signalée. En effet, la variante flop
des sous-unités GluA2-4 se désensibilise trois fois plus vite, mais
se désactive plus lentement que son équivalent flip. Par contre, les
variantes flip/flop de GluAl se désensibilisent a des vitesses
similaires, rendant la sous-unit¢ GluAl différente cinétiquement
des autres sous-unités. La variante flop provient de I’épissage
d’une séquence de 38 acides aminés ; la variante flip représente la
forme native. Toutes les sous-unités sont soumises a ce processus
et peuvent donc prendre les deux formes. L’expression d’une
forme ou d’une autre varie selon divers facteurs (I’age, le type
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cellulaire, la localisation dans le SNC...) [Partin et al, 1996].
Certaines études montrent aussi que cette zone a un impact sur la

vitesse d’ouverture du canal [Pei et al., 2009] [Sobolevsky et al.,

2009].

Le domaine de fixation du ligand (LBD pour ligand binding
domain) est situ¢ de maniére extracellulaire et consiste en
I’assemblage de deux sous-parties S1 et S2 [Stern-Bach et al.,
1994]. Par rapport a la séquence, la partie S1 se trouve entre
I’ATD et I’hélice pré-M1 tandis que la partie S2 se trouve entre
M3 et la zone flip/flop. L’assemblage des deux parties est
généralement décrit comme ayant une forme de coquillage
bénitier. Les deux parties de ce coquillage sont nommées D1 et
D2 ; ils sont majoritairement et respectivement situés sur S1 et S2.
La poche de coordination du glutamate se trouve dans la gorge du
bénitier. Les acides aminés interagissant avec les fonctions a-
amino et o-carboxy du glutamate sont particulicrement bien
conservés entre les quatre sous-unités [Amstrong et al., 1998-
2000] [Bjerrum et al., 2003] [Pentikainen et al., 2003] [Gill et al.,
2008]. Des variations un peu plus importantes sont remarquées
concernant le reste du LBD ; cependant, une conservation de 80 %
des acides aminés est observée entre les quatre sous-unités,
traduisant une excellente conservation de ce domaine [Mayer et

al., 2004].

Le domaine carboxy-terminal (CTD pour carboxy-terminal

domain) est situé a I’intérieur de la cellule. Ce domaine est le plus

variable de tous, tant en conservation (9 %) qu’en longueur

(variant pour les unités GluA2 et 4) [Traynelis ef al., 2010]. Etant
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donné son caractére peu structuré et sa grande flexibilité, aucune
donnée cristallographique n’est disponible, a notre connaissance,
pour ce domaine. Sa séquence est particuliere et ne correspond a
aucune autre protéine connue. Elle présente néanmoins divers sites
d’interaction qui permettent a différentes protéines intracellulaires
de venir se coordonner, ainsi que des sites de phosphorylation. Il
est donc supposé que ce domaine joue un role prédominant en ce
qui concerne la régulation membranaire, les modifications post-

traductionnelles et 1’internalisation/dégradation du récepteur.

1.4.2 Assemblage, modifications secondaires et

migration

Une fois les protéines des différentes sous-unités synthétisées dans
les neurones, elles subissent diverses modifications visant a la formation
de canaux fonctionnels. Tout d’abord, divers glycosylations de I’ATD au
sein du réticulum endoplasmique semblent permettre un bon repliement
de ce domaine et autoriser la premiére étape de dimérisation [Everts ef al.,

1997] [Mah et al., 2005] [Gill et al., 2009].

Deux sous-unités distinctes commencent a dimériser via leurs ATD
respectifs. Ceux-ci étant directement reliés a la partie S1 du LBD, les
LBD vont aussi pouvoir se rapprocher et ainsi commencer a stabiliser
I’assemblage. La partie suivante étant ancrée dans la membrane, c’est le
corps du canal qui s’aligne avec les hélices M1 et M3. Dés que cette
partie du canal est alignée, D2 vient se coordonner avec D1, formant ainsi
la zone d’interaction avec le glutamate et le cceur de la machine
moléculaire du canal. C’est I’étape la plus importante, car un mauvais
alignement conduirait & un canal non-fonctionnel voire a un risque

d’apparition de phénoménes d’excitotoxicité. Arrivé a ce stade, 1’hélice
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M4 vient s’aligner a sa place. La boucle M2 ne se forme que plus tard lors
de la finalisation du pore, une fois que les diméres interagissent pour
former le tétrameére. Toutes les étapes précédemment décrites sont
réversibles. Les protéines ont tendance a former des homodimeres, mais il
est possible de rencontrer a cet instant des hétérodimeres. L assemblage
dimérique est aussi influencé par 1’épissage ou non de nombreux sites.
Selon I’épissage subi, I’assemblage se fait plutét en homomeres ou en

hétéromeéres [Mansour et al., 2001].

Figure 14. Représentation de 1’assemblage d’un récepteur AMPA en
dimere de dimeéres (adapté de [Greger et al., 2007]).

L’édition de certains sites est trés importante pour les récepteurs
AMPA, en particulier les sites d’édition R/G et Q/R des unités GluA2.
Les protéines non éditées (GluA2 Q/R R/G) forment sans difficulté¢ des
homotétrameres qui sortent facilement du réticulum endoplasmique (RE).
Certes, il en sera de méme si elles sont éditées au site R/G, mais les
canaux seront retenus un peu plus longtemps dans le RE [Greger ef al.,
2003]. Cependant, lorsque GIluA2 est éditée en Q/R, ce qui est
majoritairement le cas, les unités ne semblent pas pouvoir former de
tétrameres. En effet, la présence des quatre arginines dans le pore induit
une répulsion due a la charge, mais également & un encombrement
stérique. En ajoutant a cela que la sous-unit¢ GluA2 a un temps de vie

relativement long dans le RE (12 h), les dimeéres GIuA2(R) s’y
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accumulent. Ils sont donc disponibles en grande quantité pour former des
hétérotétrameres, et statistiquement, les dimeres des autres sous-unités
auront plus de chances de se lier a un dimére GluA2(R) qu’a un autre. Or,
la sous-unit¢ GIluA2 est celle qui est responsable de la perméabilité
calcique grace au site Q/R. Il est remarquable de constater comment cette
modification induit une sélection et une introduction de la sous-unité dans
les récepteurs par un facteur cinétique en étant prépondérante dans le RE.
Tout ceci démontre que 1’assemblage des récepteurs n’est pas un

processus stochastique [Greger et al., 2007].

Un autre type de modification survient pour I’ATD, le LBD ou le
CTD. Elle consiste en I’introduction de résidus palmitoyle (processus de
palmitoylation). Dans le cas du CTD, ce phénomene va réguler 1’ancrage
du récepteur a la membrane ainsi que la disponibilit¢ de sites de

phosphorylation [Hayashi et al., 2005].

La migration et I’insertion des récepteurs dans la membrane suivent
un processus bien régulé [Barry et al., 2002] [Malinow et al., 2002]
[Bredt et al., 2003], dépendant de I’ATD, de la nature des unités
constitutives et des signaux portés par le CTD. De méme, une fois dans la
membrane, la durée de vie d’un récepteur y est variable. Par exemple, des
neurones de I’hippocampe expriment deux types d’hétérotétraméres, les
GluA1-GluA2 et GluA2-GluA3. 11 s’avere que les GluA2-GluA3
voyagent de maniére continue entre les endosomes et la membrane
synaptique [Passafaro ef al., 2001] [Shi et al., 2001], alors que les GluA1-
GluA2 sont retenus dans les endosomes et ne sont mis a la disposition de
la synapse que lors d’une réponse a un stimulus [Hayashi et al., 2000].
Concernant le stockage des récepteurs dans les endosomes et leur
migration/insertion dans la membrane via la machinerie du cytosquelette,

les hypothéses restent variables et encore floues. Néanmoins, il semblerait
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qu’il y ait une sélectivité selon les sous-unités [Gerges et al., 2004] [Park

et al., 2004] [Greger et al., 2007].

1.4.3 Internalisation rapide et protéines auxiliaires

Jusqu’il y a une vingtaine d’années, il était communément admis
que les récepteurs synaptiques étaient fixes au niveau de la synapse. Or,
avec l’affinement des méthodes expérimentales et le développement des
techniques optiques, chimiques et ¢électrophysiologiques, plusieurs
laboratoires démontrérent le recyclage rapide des récepteurs dans un cycle
constant d’endo/exocytose [Malenka et al., 1999] [Carroll et al., 2001]
[Song, 2002] [Bredt et al, 2003] [Collingridge et al., 2004]. Cette
démonstration fut suivie par de nombreuses expériences sur les récepteurs
AMPA, car leur localisation « fixe » était a I’époque la base de beaucoup
de théories sur la mémorisation [Carroll et al., 1999] [Luscher et al.,

1999] [Luthi et al., 1999] [Ehlers et al., 2000] [Heynen et al., 2000].

A la suite de I’évolution des technologies, il a pu également étre
constaté que la localisation des récepteurs variait sous 1I’impulsion de flux
calciques, un élément reconnu pour son role dans la transmission
neuronale [Borgdoff et al., 2002]. Ainsi, les théories ont pu évoluer, et
passer d’une représentation basée sur I'immobilité des récepteurs a un
modele mobile. Ce dernier, appelé « insertion latérale » [Meier et al.,
2001] [Serge et al., 2002], est actuellement celui qui est accepté. Il est
basé sur un recyclage perpétuel des récepteurs entre la membrane et des
vésicules intraneuronales. Pourtant, il n’y a pas de cycle direct entre les
récepteurs localisés au niveau de la synapse et ces vésicules [Ashby ef al.,
2006] [Jaskolski et al., 2009] [Makino et al, 2009]. L’insertion des
récepteurs se fait le long de I’axone et non au bouton synaptique. Ainsi,

les récepteurs insérés dans la membrane doivent migrer vers la synapse ou
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ils sont ancrés afin d’exercer leur role. Pour I’internalisation, le processus
inverse se produit. Les récepteurs doivent quitter le bouton synaptique et
se relocaliser sur la partie présynaptique de I’axone pour étre relocalisés
vers les vésicules [Lin et al., 2007] [Gong et al., 2008] [Petrini et al.,
2009] [Thorsen et al., 2010].

Pour maintenir une signalisation cohérente et avoir une régulation
fluide des AMPAR au niveau de la membrane synaptique, les récepteurs
interagissent avec un grand nombre de protéines annexes. Ces protéines
permettent la localisation des récepteurs. La plupart de ces protéines sont
cytosoliques et interagissent avec le CTD des AMPAR [Garner et al.,
2000] [Scannevin et al., 2000] [Malinow et al.,2002]. Les protéines ABP
(AMPA receptors binding protein), GRIP (glutamate receptor interacting
protein) et PICK1 (protein interacting with C-kinase) sont des « protéines
a PDZ», nommées ainsi en référence aux trois premieéres protéines
présentant ce motif : Post synaptic density protein (PSD95), Drosophila
disc large tumor suppressor (DIgl), et Zonula occludens-1 protein (zo-1).
Le motif PDZ est un domaine de 80-90 acides aminés impliqué dans
I’ancrage des protéines au niveau membranaire. Ces derniéres agissent au
niveau du CTD pour ancrer les récepteurs et les assembler en clusters a la
membrane. Cependant, dans une étude menée par Bats et al., des
récepteurs GluA2 dont une partie du CTD a été supprimée ont montré une
mobilité similaire aux récepteurs wild-type [Bats et al., 2007]. Cette
observation appuierait I’hypotheése selon laquelle ce type d’interaction
n’affecte pas tant la mobilité dans la membrane, mais bien la modulation
de I’expression des récepteurs a la membrane [Choquet ef al., 2010].
D’autres protéines telles que NSF (NEM sensitive factor) [Nishimune et
al., 1998] [Song et al., 1998] [Luthi ef al., 1999] ou AP2 interagissent

aussi avec le site PDZ et agissent sur la régulation des unités GluA2 via
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les phénomenes d’exo/endocytose [Lee et al., 2002]. Dans la lumiere de
la fente synaptique, d’autres protéines ont aussi manifesté une utilité
envers la fixation des récepteurs. Dans cette catégorie se retrouvent la
protéine Narp (neuronal activity-regulated pentraxin) [O’Brien et al.,
1999], la pentraxine NP1 et les N-cadhérines [Sia et al., 2007]. Ces
protéines interagissent avec I’ATD des sous-unités des récepteurs. Il
semblerait que la majorité de la régulation et de la fixation soit le fruit
d’interactions non spécifiques lorsqu’il s’agit de protéines extracellulaires
[Frischknecht et al., 2010] [Gundelfinger et al., 2010]. Enfin, une
derniere régulation de position des récepteurs peut avoir lieu avec des
protéines transmembranaires. C’est notamment le cas avec la stargazine
(ou y-2). La stargazine fait partie des TARP (transmembrane AMPAR
regulatory proteins) avec les autres protéines y (3, 4 et 8). L’interaction
avec les sous-unités Glu se fait via la partie C-terminale des TARP.
Contrairement aux autres protéines auxiliaires, qui ont une spécificité
envers certaines sous-unités, la stargazine interfere avec toutes les sous-
unités et est donc presque indissociable des récepteurs AMPA [Tomita et
al., 2005]. Pourtant, si le mécanisme de recrutement n’est pas encore bien
défini, I’absence de stargazine conduit a une nette baisse du signal
glutamatergique [Bredt et al., 2003]. Si au sein des neurones, la stargazine
est presque indispensable, il est tout a fait possible d’obtenir des signaux
AMPA dans des cellules non neuronales ou la stargazine est absente
[Hollmann et al., 1994]. Néanmoins, lors de la coexpression de cette
derniere avec les AMPAR dans des ovocytes ou des cellules non
neuronales, une nette augmentation du signal est observée. Ce gain de
signal est dii a I’accroissement de la densité de récepteurs a la membrane
des cellules non neuronales [Chen L. et al., 2000] [Chen L.W. et al.,

2000]. En revanche, comme signalé par les travaux de Schnell, la
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surexpression de stargazine dans les neurones n’augmente pas la densité
de récepteurs a la synapse, mais éleve de cinq a dix fois la proportion
totale de récepteurs a la membrane, ce qui implique que c’est la stargazine
qui est le facteur limitant de I’expression des récepteurs AMPA a la

membrane [Schnell ez al., 2002].

Toutes ces interactions avec ces différentes protéines montrent a
quel point la mobilité¢ et la localisation des récepteurs AMPA sont
essentielles. De plus, leur mobilité est intrinséquement liée a deux
phénomenes extrémement importants que sont la potentialisation et la

dépression a long terme (LTP et LTD).
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1.5 Potentialisation et dépression a long

terme

Les neurones, comme les autres cellules, régulent activement la
concentration en ions dans le cytosol et le milieu extracellulaire. Cette
régulation conduit a une différence relative de concentrations pour les
principales espéces ioniques (Na”, Ca®", Cl et K). Au repos, un neurone
aura une plus forte concentration intracellulaire qu’extracellulaire en K,
et inversement pour les trois autres especes ioniques. De ce déséquilibre
de concentrations d’especes ioniques résulte un potentiel membranaire au
repos qui est de ’ordre de -70 mV. Une augmentation de potentiel se
traduit par la dépolarisation de la membrane, jusqu’a devenir positif. Une
cellule sera dépolarisée a la suite d’un stimulus et répondra a ce dernier
par divers processus (apparition d’un potentiel d’action, libération de
neurotransmetteurs...). A D’inverse, une cellule qui voit son potentiel
fortement réduit est hyperpolarisée. Lors de ce phénomene, la cellule est
beaucoup plus difficile a stimuler et la possibilit¢ de déclencher un
potentiel d’action est moindre, car le stimulus requis est bien plus
considérable que dans des conditions de repos. Les neurones dans cet état

sont en période réfractaire.

Les ions calciques sont particulierement importants dans le transfert
d’informations neuronales. Leur concentration intracellulaire est de
I’ordre de 100 nM et est rigoureusement controlée et régulée en les
stockant dans des organites spécifiques. L’ouverture de canaux laissant
entrer un flux calcique accroit la concentration intracytoplasmique dans
des valeurs de l’ordre du micromolaire. Cette concentration en ions
calciques” conduit a D’activation de plusieurs protéines telles que les

Ca’"/calmodulin-dependent ~ proteine  kinases  (CaM-kinases), la
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calcineurine, la protéine kinase C, les phospholipases A2 et C, ’oxyde
nitreux synthase et d’autres protéases. Relevons le cas de CaMKII ou
calcium/calmoduline-dependent kinase de type 2. Cette kinase intervient
grandement dans les phénomeénes en lien avec la LTP [Maletic-Savatic et
al., 1998] [Lisman et al., 2012] [Huganir et al., 2013]. Selon Barria, elle
est supposée étre le point d’entrée d’une cascade de phosphorylation qui
permet 1’ancrage de récepteurs a la membrane [Barria ef al., 2005] [Zhou
et al., 2007] [Halt et al., 2012]. Elle fut décrite par Lisman, comme étant
la « molécule de la mémoire » dont la stimulation prolongée menait a
I’autophosphorylation, la rendant indépendante des flux -calciques,
limitant ainsi son temps de recrutement et facilitant la phosphorylation
des récepteurs et le processus vaste de la LTP [Lisman et al., 2012]. Cette
théorie ne serait pourtant pas correcte au vu des expériences de Lee [Lee
et al., 2009], qui montrent que 1’activation n’est que transitoire. Quoi
qu’il en soit, son lien avec la LTP n’est pas remis en cause, ni son action,
transitoire ou continue, sur les récepteurs canaux ainsi que sur d’autres
protéines du bouton synaptique [Roche et al., 1996] [Barria et al., 1997a-
b] [Mammen et al., 1997] [Yoshimura et al., 2000] [Yoshimura et al.,
2002] [Vinade et al., 2010].

1.56.1 Mécanisme de la potentialisation a long terme

Au niveau de la synapse glutamatergique, en ne s’intéressant qu’aux
récepteurs canaux, la majorité du flux calcique provient exclusivement
des récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA et KA étant rendus
imperméables a cause d’unités éditées sur le site Q/R. En tenant compte
que les récepteurs NMDA sont voltage- et ligand-dépendants, il faut une
premiére activation des récepteurs AMPA et KA pour obtenir une faible

dépolarisation membranaire pour éliminer la présence d’ion Mg*'
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bloquant ainsi le pore des canaux NMDA ; le neurone est alors en état de
dépolarisation. Une fois le magnésium hors du pore, les canaux NMDA
s’ouvrent et conduisent a 1’augmentation du flux calcique. Ceci induit
I’activation des diverses protéines dépendantes de ces ions. Suite a cette
activation et a des flux répétés, ces mécaniques menent au phénomene de

potentialisation a long terme (LTP).

Le principal sujet d’étude de la LTP est la mobilité des récepteurs
AMPA et leur ancrage dans la membrane synaptique, car ce sont eux qui
permettent la suite d’activation, et finalement, tout le mécanisme de
signalisation neuronale. En I’absence de récepteurs AMPA, il n’y a pas de
dépolarisation, pas d’élimination du Mg>" du pore des canaux NMDA, et
pas de signal. Or une kinase, la CaMKII [Kessels et al., 2009] [Anggono
et al., 2012] [Lisman et al., 2012] [Lisher et al., 2012], semble étre la clé
de voite du controle du trafic et de ’ancrage des AMPAR a la membrane,
méme si la méthode exacte d’action, l’autophosphorylation et la
désensibilisation calcique [Lisman et al, 2012] ou la cascade de
phosphorylation [Lee ef al., 2009] sur diverses protéines, ne semble pas
réellement connue. Néanmoins, depuis les années 1980, il est
généralement accepté que I’action de CaMKII sur les AMPAR est critique
pour la plasticité neuronale [Kennedy et al., 1989] [Wyllie et al., 1993]
[Nicoll et al., 1999]. Lorsque les sous-unités d’un récepteur AMPA sont
phosphorylées, elles ont tendance a rester figées dans la synapse, ou a
défaut, leur insertion y est facilitée [Barria ef al., 1997a] [Kameyama et

al., 1998] [Lee et al., 1998] [Lee et al., 2000] [Barry et al., 2002].

Ainsi, une augmentation du nombre de récepteurs AMPA a la
synapse permet de la rendre plus sensible aux stimuli. Lorsqu’un neurone
est constamment stimulé, les phénomenes de démarrage pour les LTP se

mettent en place, via les cascades de phosphorylation dépendant de la
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concentration calcique. L’insertion de récepteurs est alors plus aisée. Une
concentration plus importante de récepteurs est alors rencontrée a la
membrane, mais plus faible dans les vésicules intracellulaires. Si ce
neurone est toujours stimulé, il répondra d’autant plus qu’il y a de
récepteurs AMPA ; il sera plus sensible. Suite a cela, un deuxiéme
phénoméne, appel¢ LTP tardive, se met en place. Il comprend la
resynthése de nouveaux récepteurs et implique de nombreux seconds
messagers, mais surtout permet a la LTP de se maintenir durant des jours,
des mois ou des années, la ou les phosphorylations ne conservent cet état
que pour quelques heures [Bear ef al., 2006]. Au vu de ces différents
points, il est couramment accepté que le processus de mémorisation est
sous-tendu par le phénomene de LTP [Silva et al., 1998] [Barco et al.,
2002] [Lonze et al., 2002].

1.56.2 Meécanisme de la dépression a long terme

A contrario, il existe aussi un phénomeéne de dépression a long
terme. Ce mécanisme se traduit par une diminution de Dactivité
synaptique, suite a un manque de stimulation de cette synapse. De méme,
a la maniére du LTP soutenu par le phénomene d’exocytose des
récepteurs AMPA et le renforcement de leur concentration a la synapse,
c’est le phénomeéne d’endocytose des récepteurs, et donc un
appauvrissement de la synapse en récepteurs AMPA, qui étaye le LDP
[Malinow et al., 2002]. Cet amoindrissement va rendre la synapse moins
sensible au glutamate, puisque lorsqu’il y aura libération, moins de
récepteurs AMPA pourront étre activés (car moins présents) jusqu’a une
limite de dépolarisation ou le neurone ne pourra plus activer les

récepteurs NMDA. En I’absence d’activation de ces récepteurs, une plus
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grande quantité de récepteurs AMPA sont internalisés, la rendant encore

moins sensible, jusqu’a devenir une synapse silencieuse.
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1.6 Potentialiser les réecepteurs AMPA

L’impact des récepteurs AMPA dans les phénomeénes de
mémorisation a contribué a les convertir en cibles pharmacologiques pour
pallier diverses maladies neurodégénératives, comme la maladie
d’Alzheimer, la schizophrénie ou la maladie de Parkinson, ainsi que
certains troubles cognitifs tels que I’ADHD (attention deficit hyperactivity
disorder) ou la dépression [Goff et al., 2001] [Lynch et al., 2004]
[O’Neill et al., 2004] [Alt et al., 2006] [Sanacora et al., 2008] [Adler et
al., 2012].

Pour des raisons évidentes liées a 1’excitotoxité, 1’utilisation de
molécules de la classe des agonistes n’est pas souhaitée. Si ces dernicres
ne peuvent étre employées dans un but thérapeutique, elles restent

d’excellents outils pharmacologiques.

Par contre, 1’utilisation de modulateurs allostériques positifs, qui
occupent un cite allostérique et non le cite orthostérique du ligand naturel
(ici le L-glutamate), semble étre une approche plus judicieuse pour la
potentialisation des AMPAR. En effet la plupart des modulateurs
allostériques conduisent a un effet qu’en présence d’un ligand dans la

poche orthostérique.

1.6.1 Meéthode d’action

En interagissant avec la poche d’allostérie, les différentes familles
de modulateurs vont stabiliser le récepteur dans une configuration active.
Selon le type de modulateur, I’action peut influer sur la désactivation ou
la désensibilisation du récepteur [Sun et al., 2002] [Jin et al., 2005]
[Harpsee et al., 2007] [Harpsee et al., 2008]. En agissant sur la

désactivation, c’est-a-dire le processus de fermeture du canal par
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¢limination du glutamate du site orthostérique, les modulateurs
augmentent 1’affinité du récepteur pour le glutamate dans sa configuration
liée et canal ouvert. Ou alors, en agissant sur la désensibilisation, c’est-a-
dire le processus au cours duquel le canal se ferme malgré la présence de
L-glutamate au sein du site orthostérique, les modulateurs stabilisent le

canal dans sa forme ouverte.

Les modulateurs semblent agir sur trois axes [Lynch et al., 2006]

pour avoir un effet global :

* IIs augmentent la transmission AMPA en causant moins d’effets

secondaires qu’un agoniste pur [Luebke et al., 2004].

* IIs facilitent tant I’induction du LTP que sa force, permettant ainsi
une amélioration du processus de mémorisation [Lynch et al.,

(2002)].

* IIs permettent une synthése et une libération accrue de BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) qui augmente la plasticité
synaptique [Kramar ef al., 2004] [Bramham et al., 2005] [Lu et
al., 2005].

Dans cette optique, un certain nombre de familles de modulateurs
ont été caractérisées et brevetées [Pirotte et al, 2013]. Les pages

suivantes décrivent les principales familles répertoriées a ce jour.
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1.6.2 Les familles structurelles de modulateurs

1.6.2.1 Benzamides et structures apparentées

Cette famille de composés est historiquement la plus ancienne. En
effet, ’aniracétam (25) fut la premiére molécule référencée comme
modulateur allostérique des AMPAR. Pourtant, cette molécule présentait
un trés mauvais profil pharmacologique avec une faible activité et une
métabolisation trés rapide. Les modifications de drug design rationnel lui

furent appliquées pour développer des molécules bien plus intéressantes.

En 1994, Cortex propose CX516 (26), qui présente une perte du
lactame et un agrandissement du cycle contenant 1’azote de 1’amide, mais
aussi un deuxieme cycle fusionné aux noyaux aromatiques. CX546 (27),
I’isostére présentant deux atomes d’oxygene de CX516 (26), suivra tres
vite dans la production. Paradoxalement, bien que trés proches
structurellement, ces deux molécules ont des modes et des sites d’action
différents [Arai et al, 2002]. Cette distinction sépare d’ailleurs cette

famille en deux catégories selon le site de fixation.

L’étape suivante pour le développement de cette famille fut de
rigidifier la structure en fusionnant les deux parties cycliques, ce qui
donna CX554 (28) et CX614 (29). Cette structure rigide tétracyclique
servit encore au développement de molécules de cette famille jusqu’en
2011 [Mueller et al., 2011]. Le squelette rigide y est conservé et une
chaine avec un noyau aromatique y est apposée. Ce type de molécules
présente une activité centrée sur une gamme de concentrations de 1’ordre
du nanomolaire. Néanmoins, aucune d’entre elles n’est arrivée au stade
thérapeutique. Les pathologies cibles potentielles visées par ces familles

couvrent divers troubles et maladies du SNC, comme la schizophrénie, la
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maladie d’Alzheimer, les troubles du rythme circadien ou les troubles

légers de I’attention.
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Figure 15. Aniracétam (21) et dérivés.

1.6.2.2 N-biarylpropanesulfonamides et dérivés

Eli Lilly disposait d’un test pharmacologique permettant
I’évaluation de la réponse des récepteurs AMPA. Leurs laboratoires ont
ainsi pu réaliser le screening de composés précédemment synthétisés
n’ayant pas montré d’activité sur une autre cible. Pas ces screenings de
leurs chimiothéques, la molécule (30) fut le premier « composé hit » de
cette nouvelle série. Des pharmacomodulations ont permis d’aboutir a
I’obtention du LY392098 (31) et du LY404187 (32) qui montrérent une
excellente activité in vitro [Gates et al., 2001] [Miu et al., 2001] et in vivo
[Vandergriff et al., 2001]. De son c6té, GSK a développé deux types de
molécules, ’'un ou I’espacement entre les cycles et 1’azote est un pont
¢thyléne inclus dans un cycle comme sur les molécules (33) et (34), et
’autre introduisant un cycle juxtapos¢ au noyau aromatique (35) [Bradley

et al., 2006].
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Figure 16. N-biarylpropanesulfonamides.

Ce modéle d’indanyl-2propanesulfonamide (35) servit aussi chez
Organon comme [’attestent les molécules (36) et (37). Pfizer proposa des
molécules de la série et conserva plutot le systetme bicyclique en
développant les molécules (38) et (39). Ces derni¢res montrent une tres
forte activité in vitro ; pourtant, elles furent excessivement décevantes
lors du passage in vivo a cause de leur faible distribution dans le cerveau.
C’est définitivement la molécule (35) qui présente encore le meilleur
profil pharmacocinétique [Ward et al., 2010]. Pour terminer, il y a aussi la
molécule (40) développée par H. Kaae [Kaae et al, 2007] qui est la
premicre et seule autre molécule dimérique décrite dans la littérature a
étre active comme modulateur AMPA. Son cas sera traité plus en détail

ultérieurement.
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Figure 17. Seconde génération de N-biarylpropanesulfonamides.

40

1.6.2.3 Autres classes

Eli Lilly a démontré I’activité potentiatrice sur les récepteurs
AMPA d’acides thiophénecarboxyliques ou pyrrolecarboxyliques, dont
deux exemples sont (41) et (42). Toutefois, il n’y a plus eu de brevets

déposés sur cette classe de molécules depuis 2012.

GSK a aussi développé une série de phényliminothiazoles (43). Ici

aussi, la recherche semble étre au point mort depuis 2009.

Enfin, il reste la classe des 3-trifluorométhylpyrazoles qui furent
développés en parallele par Organon (44), GSK (45 - 46) et Takeda (47)
au cours des années 2000. La molécule (48) fut développée et caractérisée

par 1I’équipe du Dr Partin [Harms et al., 2013].
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Figure 18. Autres modulateurs allostériques positifs.

1.6.2.4 Benzothiadiazines et autres thiazines

Cette importante classe de modulateurs allostériques positifs se base
sur la pharmacomodulation de trois molécules historiques que sont le
diazoxide (49) [Pirotte et al., 1995], un ancien agent antihypertenseur
agissant sur l’ouverture des canaux potassiques ATP-dépendants, son
analogue saturé IDRA-21 (50) et le cyclothiazide (51), un composé connu
pour ses propriétés diurétiques. Ils agissent tous les trois sur les AMPAR
en inhibant leur désensibilisation [Yamada et al., 1992] [Randle et al.,
1993] [Yamada et al., 1993]. L’IDRA-21 (50) se révele étre le plus
intéressant des trois ; bien qu’il ne soit pas le plus puissant in vitro, il se

montre le plus actif in vivo. Cette forte différence d’activité provient du

1-50



fait que le cyclothiazide, de par ses propriétés physico-chimiques, ne

parvient pas a passer la barriére hématoencéphalique.
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Figure 19. Molécules historiques.

Le groupe Servier fut le principal instigateur concernant le
développement de cette famille. En 1996, le composé (52) pyrrolo-
benzothiadiazine émergea. Sa caractérisation pharmacologique compléte
[Lockhart et al., 2000] [Rosi et al., 2004] permit de mettre en avant son
mode d’action et de démontrer son effet in vivo chez le rat [Lebrun et al.,
2000] [Dicou et al., 2003]. Ce premier succes engendra la réalisation
d’une seconde génération (53 - 54) de composés pyrrolobenzothiadiazines
[Desos et al., 2004] [Desos et al., 2006]. L’ajout d’un groupement
aromatique en position 7 sera d’ailleurs repris plus tard par 1’équipe du
professeur Pirotte et montrera aussi un gain d’activité¢ [Goffin et al.,
2017]. Le composé (53) fut le seul de cette catégorie a entrer en phase
clinique, mais il n’atteignit pas la mise sur le marché ; son développement

est a ce jour arrété [Pirotte et al., 2013].
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Figure 20. S18986 (52) et ses dérivés.
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En paralléle a ces recherches, Neurosearch Company déposa un
brevet sur des analogues du cyclothiazide (51) [Gouliaev et al., 1999]
[Gouliaev et al., 2003]. Le squelette global du cyclothiazide (51) y est
conservé comme en atteste (55) et (56) ; cependant, divers changements
sont apportés sur la nature des cycles donnant des benzothiazines, des
benzothiadiazines ou des quinazolines. Cette famille tend aussi a
conserver un substituant cycloalcane sur sa position 3 (dans les exemples

présentés, le substituant norborneéne du cyclothiazide est simplifi¢é en

H
N
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cyclohexane).
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Figure 21.  Variants du cyclothiazide (51).

Le Laboratoire de Chimie Pharmaceutique du Pr Pirotte (LCP-
ULiege), en partenariat avec Servier au cours des années 90, a travaillé a
la pharmacomodulation de 'IDRA-21 (50). La premicére série investiguée
est celle des pyridothiadiazines dioxydes, équivalents bioisostériques, ou
le noyau benzéne est substitué par un noyau pyridine (57 - 58 - 59)
[Pirotte et al., 1998]. Le meilleur des composés de ces séries, tant sur la
position de 1’azote que sur la nature du substituant en positions 2, 3 et 4,
est la molécule (60). Malheureusement, elle montra peu d’activité in vivo

dans le cadre du test de reconnaissance des nouveaux objets chez le rat.
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Figure 22. Série pyridothiadiazine dioxyde et composé kit (60).
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Sur base de ces résultats, 1’équipe du Pr Pirotte est revenue sur le
cycle benzénique et étudia divers substituants. En série halogénée, les
composés (61) et (62) apparurent comme des « composés hits » [Pirotte et
al., 2001] [Francotte et al., 2007]. L’étude in vivo, en administration orale
chez le rat, démontra que le (62) montrait un impact important sur
I’amélioration des performances cognitives. Néanmoins, il s’avéra

toxique (convulsions) une fois donné a une dose de 30 mg/kg.

Ensuite, les travaux de I’équipe se concentrérent sur I’amélioration
du profil pharmacocinétique de cette famille, menant au composé (63). La
voie de métabolisation principale conduit a la rupture de la liaison entre la
chaine alkyle et I’atome d’azote en position 4. L’introduction d’un seul
atome de fluor en bout de chaine a permis d’augmenter grandement le
temps de demi-vie (métabolisation plus lente) du composé (63) par
rapport a son parent (61). Cette modification structurale n’a pour ainsi
dire pas d’impact négatif sur 1’activit¢ du compos¢ [Francotte et al.,

2010].

L’introduction en position 4 d’un groupement cyclopropyle
augmente 1’activité des différents composés. Un gain d’environ un log
peut étre observé en passant de la molécule (62) a la molécule (64)
[Norholm et al., 2013]. Cette amélioration relative s’observe quelle que
soit la nature du substituant sur le cycle aromatique et est uniquement liée
a linteraction du groupement cyclopropyle, qui vient probablement
occuper une petite poche hydrophobe du site de binding. Signalons aussi
que le composé (64) est la premiére molécule a avoir montré une activité
en tant que modulateur allostérique positif sur les récepteurs KA [Larsen

etal.,2017].
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Figure 23. Dérivés de I'IDRA-21 (50).

En parallele a ces améliorations pharmacocinétiques, d’autres
composés isostériques ont été développés. En effet, le remplacement
isostérique par un cycle pyridinique ayant montré de bons résultats, la
possibilit¢ de remplacer ce cycle benzéne par un noyau thiophéne a
¢galement été examinée. Leurs recherches aboutirent a des composés tels

que (65) ou (66) [Graindorge, 2004].

Plus récemment, des dérivés de type 1,4-benzothiazine (68) et
thiochromane (67), ou soit 1’un, soit les deux atomes d’azote sont
remplacés par des atomes de carbone, se sont montrés d’excellents
modulateurs AMPA [non publié¢s]. Les remplacements isostériques sur ce
cycle semblent donc tout aussi prometteurs, et pourraient étre la cible de

pharmacomodulations ultérieures.

Une autre voie dans cette série a ét¢ étudiée par Chamberlin et ses

collaborateurs. Ils rapportent que des dérivés de I’'IDRA-21 (50) portant
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un substituant sur la position 5 et non en 4 sont des candidats actifs en

tant que modulateurs AMPA (69) [Philips et al., 2002].

Enfin, des travaux récents font mention de composés substitués en
position 5 par un cycle furane (72) [Citti et al., 2016]. Les auteurs
suggerent d’ailleurs que le composé (72) pourrait étre un nouveau point
de départ pour des molécules originales. En effet, les auteurs indiquent
qu’au cours du processus métabolique, la liaison 2 de certains analogues
de I'IDRA-21 (50) est oxydée, fournissant des dérivés insaturés
structurellement plus proches du diazoxide (49). Ces composés insaturés
présentent une plus grande stabilit¢ métabolique et sont achiraux. Ces
deux qualités sont recherchées lors du développement de candidats
médicaments. De maniére similaire, ces phénomenes d’oxydation du
noyau thiadiazine avaient ét¢ observés pour les séries du LCP [Francotte

etal.,2010].

Cl

Figure 24. Nouveau composé insaturé.
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1.7 La poche d’allostérie

Les différentes familles de molécules précédemment citées ont
comme point commun de toutes interagir avec la méme zone des
AMPAR. Cette dernieére est des lors reprise sous le nom de poche
allostérique. Toutefois, les acides aminés de cette zone, impliqués lors
des interactions avec les modulateurs, varient selon les familles de
modulateurs. Ces différences expliquent les modes d’action hétéroclites

rencontrés.

Diverses données cristallographiques de modulateurs, cocristallisés
avec le LBD du récepteur, ont ¢été¢ réalisées afin d’étudier leurs
interactions. Les travaux de Jin portent sur la cocristallisation de
I’aniracétam (25) et de CX614 (29) avec le LBD d’une sous-unité¢ GluA2,
[Jin et al., 2005]. Ils montrent que ces deux molécules occupent le méme
site et interagissent avec les mémes acides aminés, ce qui conduit a des
mécanismes d’action similaires. Les travaux de Sun permirent quant a eux
de mettre en évidence la zone d’interaction du cyclothiazide (51) au sein
du LBD par cocristallisation [Sun et al., 2002]. Contrairement a
I’aniracétam (25) ou au CX614 (30) qui présentent une stoechiométrie
d’une molécule par maille cristalline (interface entre deux protéines), le
cyclothiazide posséde une stoechiométrie de deux molécules par maille.
Ces résultats prouverent pour la premiere fois 1’existence de plusieurs
sites d’interaction possibles au sein du LBD pour les modulateurs
allostériques positifs de ’AMPA (AMPApam pour AMPA positif
allosteric modulators). Plus tardivement, en 2007, les travaux de Kaae
[Kaae ef al., 2007] ont mis en évidence un autre mode de fixation au
niveau de I'interface de deux LBD. Comme illustré sur la figure 25, leur

molécule (40) place ses deux cycles aromatiques a I’endroit de fixation de
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I’aniracétam et les acides aminés interagissant avec les parties
hydrophobes du cyclothiazide (en particulier, le groupement norbornéne)
vont, dans le cas du composé (40), plutot entrer en interaction avec les

groupements sulfonamides.
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Figure 25. (A) Mode de fixation du cyclothiazide (51) (gris) et de
I’aniracétam (25) (vert : deux orientations sont possibles et se recoupent)
dans la poche d’allostérie du GluA2. (B) Mode de fixation de (40)
(cyan) superposé a la méthode de fixation du cyclothiazide (gris) (adapté
de [Kaae et al., 2007]).

Il est remarquable de constater que les différentes classes
d’AMPApam se lient dans une zone relativement restreinte du LBD des
AMPAR. C’est Ptak, en 2009, qui a rationalis¢ les différentes méthodes
de binding et décrit en détail la structure de cette zone unique [Ptak et al.,
2009]. La caractérisation de la zone ou de la poche d’allostérie est celle

qui est aujourd’hui acceptée (figure 26).
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Membrane

Intracellulaire

Figure 26. Gauche : représentation simplifiée de la structure tétramérique
d’un récepteur AMPA. Centre : zoom sur la poche d’allostérie. La
protéine 1 est positionnée devant la poche, la protéine 2 se trouve

derriere. B et C’ sont majoritairement constitués d’acides aminés de 1 et
vice versa pour leurs correspondants. Droite : rotation de 90° de la poche
montrant une forme de U et sa structure en cinq sous-poches.

Comme précédemment évoqué, les AMPAR sont des canaux
résultant d’un assemblage de diméres de diméres. C’est a I’interface de
ces dimeres que se trouve la poche allostérique (figure 26 - gauche).
Ainsi, chaque canal comprend deux poches d’allostérie. Ces poches sont
situées de part et d’autre des deux sous-unités (figure 26 - centre). Ptak et
ses collaborateurs décrivent la poche comme ayant la forme d’un U
renversé [Ptak et al., 2009]. 1l apparait enfin que la poche est subdivisée
en trois sous-sites de fixation qui permettent d’expliquer les observations

précédentes (figure 26 - droite).

Le site A dispose d’une localisation centrale a ’interface des deux
sous-unités. Il est symétrique par rapport aux deux sous-unités et fait donc
intervenir les mémes acides aminés. C’est le site de fixation de
I’aniracétam et de ses dérivés. Généralement, les modulateurs qui s’y
fixent le font avec une stoechiométrie de deux molécules par récepteur
(une dans chaque poche de part et d’autre de ce dernier) comme

I’aniracétam.
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Les branches du U qui sont constituées par quatre sous-sites
symétriques deux a deux (B, B’, C, C’) de telle sorte que chaque branche
est le reflet de ’autre. Les sites B et C’ sont majoritairement constitués
d’acides aminés de la protéine 1, tandis que les sites B’ et C sont
constitués d’acides aminés de la protéine 2 (figure 26 - centre). La
branche constituée de B et de C se trouve sur la gauche du site A, tandis
que la branche constituée de B’ et de C’ se trouve a la droite de A
(figure 26 - droite). Le site B est plus large et hydrophile, car plus exposé
au cytosol. Le site C est donc plus petit que le B, constitué de résidus plus
hydrophobes et plus enfoui dans la protéine. Les AMPApam qui se lient
dans ces sites le font généralement avec une stcechiométrie de 4
molécules par récepteur [Ptak et al., 2014]. C’est notamment le site de

fixation du cyclothiazide (51) et des benzothiadiazines dioxydes.

La bonne activité du cyclothiazide (51) s’explique par sa structure,
qui s’adapte particuliérement bien aux sites B et C’ [Phillips et al., 2001]
[Harpsoe et al., 2007]. Le groupement hydrophobe norbornéne se loge
dans la poche C. Des travaux antérieurs avaient par ailleurs déja mis en
évidence que le reste bien plus hydrophile était en contact avec le cytosol
au niveau du site B dans le modéle de Ptak [Yamada er al., 1993].
Pourtant, lorsque le substituant norbornéne est retiré, comme dans le cas
des dérivés de 'IDRA-21, le modulateur modifie ses interactions et vient
loger son cycle aromatique dans le site C. Ainsi, bien que faisant partie de
la méme famille de molécules, elles se fixent dans la méme poche, mais
avec une géométrie différente [Kessler et al., 1996] [Arai ef al., 1998]
[Arai et al., 2002]. Cette différence dans le mode de liaison suffit a lui
seul a expliquer les profils pharmacologiques différents au sein d’une
méme famille. Ces hypothéses peuvent étre confirmées a 1’examen du

comportement d’un dérivé tel que (69) ; un substituant en position 5 sera
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favorable dans le cas des dérivés de I’'IDRA-21 [Phillips D., 2002], ce
dernier pouvant interagir avec le site B, alors que sur le cyclothiazide, la
substitution en 5 mé€me par un petit groupe (méthyle) (72) est fortement

défavorable, et en effet, elle se traduira par un clash stérique et une perte

d’activité [Ptak ef al., 2014].

H H
o e iie e
NH HaN< _NH
c S s S
oo 0o 00

69 72

Figure 27. Composés substitués en position 5.
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Chapitre 2

But du travail




2.1 Concept préliminaire et faisabilité

2.1.1 Présence d’un motif double

La littérature de ces dernieéres décennies semble montrer que
’utilisation de motifs protéiques répétés s’associant sous la forme de
dimeres est favorisée. Les récepteurs canaux pour étre fonctionnels sont
issus de I’association de plusieurs sous-unités pour générer le pore, il est
donc logique d’observer un motif répétitif. D’un autre coté, dans la
famille des GPCR, certains récepteurs stéroidiques, bien que ne
présentant pas de symétrie dans leur état natif, sont connues pour
dimériser au cours de leur activation [Bergmann et al., 1994] [Bérubé et
al., 2006]. Ainsi, méme si elles ne sont pas clairement symétriques dans

un premier temps, la symétrie apparait au cours de I’activation.

Une proportion importante de molécules naturelles ou synthétiques,
présentant une activité sur le vivant, posseéde au moins un axe de symétrie.
Par exemple, 22 % des molécules naturelles qui présentent une symétrie
bilatérale produisent une inhibition enzymatique. Ce pourcentage est plus
faible (8 %) pour des composés non dotés de symétries intramoléculaires
[Voloshchuk et al., 2004] [Geer et al, 2006]. Pour les molécules
synthétiques, des composés appartenant a plusieurs classes thérapeutiques
(la plupart ayant une action sur le SNC), comme les anxiolytiques (73 -
74), les anesthésiques (75) ou les narcotiques (76), possédent un axe de

symétrie [Bérubé et al., 2006].

0 0 OH
TS G A@A
HN NH 3
hig
O
73 74

75 76

Figure 28. Molécules de synthéses bivalentes.
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La littérature rapporte un ensemble assez vaste de molécules

bivalentes. Il faut cependant faire attention au terme de « dimere ». Trois

cas de figure peuvent se manifester :

Les molécules présentent un centre ou un axe de symétrie. D’un
point de wvue structure/activité, elles ne proposent pas
nécessairement deux pharmacophores distincts reliés par un pont.
Par exemple, le propofol (76) constitue un exemple de choix de
cette catégorie. Il présente un plan de symétrie, mais pas deux

pharmacophores distincts [Greer et al., 2006].

Ensuite, des molécules synthétiques issues de la
pharmacomodulation de molécules naturelles présentent un
pharmacophore double. Ce type de «dimere» a deux
pharmacophores n’en est pas un ; en effet, le pharmacophore actif
implique I’existence des deux unités. L.’exemple le plus parlant est
la famille des curarisants. Ces composés possédent deux
ammoniums quaternaires qui leur permettent d’interagir avec deux
sites distants des récepteurs muscariniques. Ils possédent donc
deux pharmacophores distants, mais ceux-ci sont présents dans
I’extrait de curare, dont 1’alcaloide actif est la tubocurarine (77).
Ils ont été conservés au cours de la pharmacomodulation, et ils se
retrouvent dans le pancuronium (78) ou le suxaméthonium (79),

qui sont les produits pharmaceutiques.

2-64



O/

+ -
NS

OH
Cl'\N/+ “@(
0.
OH

Abe

O\
Tubocurarine 77 Pancuronium 78

N Q Cl-
N o} -
~ \/\O)W ~NF
Cl- | ~
(0]
Suxaméthonium 79

Figure 29. Molécules de la classe des curarisants.

* Enfin, les dimeéres sensu stricto sont constitués par 1’assemblage
de deux pharmacophores identiques reli€s par un pont en une seule

molécule.

2.1.2 La dimérisation

La dimérisation est un processus classique de pharmacomodulation

et un cas particulier de I’hybridation.

L’hybridation consiste a assembler deux pharmacophores pour
obtenir une troisi¢me entité. Un exemple bien connu est 1’estramustine
(80), utilisé¢ dans le traitement de cancers hormono-dépendants, il découle
de I’assemblage de 1’cestradiol et d’un agent alkylant. L’agent alkylant, de
type « moutarde a I’azote », est la partie active de la molécule et permet
un effet cytotoxique. L’cestradiol permet d’atteindre sélectivement la cible
(fonction d’adressage). L hybridation peut aussi conduire a la formation
de prodrug. Citons ici le bénorylate (82) constitué d’une part de
paracétamol (83) et d’acide acétylsalicylique (81). Cet hybride est la

prodrug de ses espéces constitutives antalgiques.
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Figure 30. Exemple d’hybrides.

La conception de dimeres semble trouver son origine vers le milieu
des années quatre-vingt [Zhang et al., 2007]. Cette stratégie dérive de
I’hybridation, mais utilise le méme pharmacophore repris deux fois séparé
par un pont. Sur cette base qui semble simple et rationnelle, un certain
nombre de molécules dimeres ont vu le jour et ont démontré une
amélioration significative par rapport a leurs monomeéres constitutifs

[Halazy et al., 1999] [Messer et al., 2004] [Bérubé et al., 2005].
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Figure 31. Exemples de succes dans la réalisation de molécules diméres et
leurs monomeres constitutifs.

La figure 31 reprend quelques exemples de molécules pour
lesquelles I’approche de la dimérisation s’est avérée étre un succes. Dans
le cadre des récepteurs aux enképhalines, la norbinaltorphimine (85) est
un antagoniste spécifique des récepteurs morphiniques k. Elle est le
résultat des travaux des équipes de Portoghese. C’est a la suite de la
découverte de la dimérisation des récepteurs morphiniques que des études
de pharmacomodulation ont ¢été menées [Lipowski et al, 1987]
[Portoghese et al., 1987] [Portoghese et al., 1988] [Halazy et al., 1999].
Le nebivolol (87) est un deuxiéme exemple d’application avec succes de
la dimérisation. Ce dernier est un antagoniste spécifique des récepteurs B1
adrénergiques. Dans ce cas, les deux sous-unités chromanyles (86) étaient
référencées comme de faibles antagonistes B-adrénergiques, surtout
comparativement a des produits commerciaux comme le propranolol. Le

concept de dimérisation permit un net gain d’activité et une utilisation
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thérapeutique. La formation d’un dimére peut aussi permettre de modifier
le profil pharmacocinétique d’un agent thérapeutique. En effet, la
molécule (88) est un agoniste dopaminergique qui agit sur les récepteurs
D1 et D2 [Fisher et al., 1995]. Elle présente toutefois une mauvaise
biodisponibilité¢ orale et une métabolisation rapide. Le dimere résultant
(89) présente une nette augmentation de la biodisponibilité orale et une
métabolisation plus lente. De plus, le composé (89) n’est pas capable de
passer la barriére hématoencéphalique, permettant ainsi de n’avoir qu’une

action périphérique.

La formation de molécules dimeéres ne peut donc s’envisager que
tardivement dans le drug design, et ceci, pour affiner 1’action d’une
molécule dont les caractéristiques ont été optimisées. Le concept de
dimérisation peut s’appliquer a toutes les classes d’agents
pharmacologiques ; la littérature montre d’ailleurs des exemples tant
d’agonistes que d’antagonistes ou de modulateurs allostériques.
Cependant, le concept de dimére s’applique bien plus sur des molécules

qui interagissent avec des GPCR qu’avec des récepteurs canaux.

De maniére générale, pour pouvoir réaliser une molécule dimere, il

faut répondre aux conditions suivantes :

e 1l faut posséder un ligand monomérique qui présente une bonne
sélectivité vis-a-vis d’un récepteur.

* Ce ligand doit posséder plusieurs sites de fixation sur la protéine
et ceux-ci doivent étre proches.

* Le pont chimique ne doit pas dénaturer les interactions entre les
monomeres et leurs poches (point d’ancrage sur le monomére,
nature de la chaine...).

* Lalongueur de la chaine doit étre optimisée.
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2.1.3 Approche thermodynamique de la dimérisation

La conception de ligand dimére repose sur un concept
thermodynamique rationnel. En effet, I’interaction entre une molécule
dimeére et les deux sites de coordination distincts du récepteur est
entropiquement plus favorable que I’interaction du méme récepteur avec
deux monomeres [Hargittai et al., 1987] [Portoghese ef al., 1992] [Tamiz
et al., 2000] [Voloshchuk et al, 2004]. Murray et al. font une
démonstration succincte pour deux composés distincts qui interagissent
dans deux poches juxtaposées [Murray et al., 2002]. Cette démonstration
peut étre adaptée pour les diméres en considérant que les deux entités sont

identiques.

La formule AGrh., = AGl, + AGH;; décrit Iénergie libre de
liaison d’un monomére M avec une protéine. L’énergie libre peut étre
décomposée en deux termes : I’énergie libre intrinséque (AGH,) qui est
favorable a I’interaction, ainsi qu’un terme représentant la perte de liberté

translationnelle et rotationnelle que le monomere subit lors de

M

Iinteraction avec la protéine (AGy;4;4) qui, lui, est défavorable. Ensuite,

AGR 0 = AGﬁlt + AGrDigl-d reprend la méme formulation pour un dimere
D constitué de deux monomeéres M. L’approximation AG), ~ 2AG/!, est
vérifiée si les deux monomeres sont liés avec un pont de longueur
adéquate. La justification de cette approximation est le cceur de ’article
de Murray et al. et ne sera pas développée dans ce manuscrit [Murray et
al., 2002]. Ainsi, AGR,.q < 2AGH,,, montre que I’énergie libre

d’interaction d’un dimere, ponté¢ de manieére adéquate, est plus petite que

la somme des énergies libres d’interaction de ses monomeres constitutifs.

Les travaux présentés par Murray [Murray et al., 2002] sont basés
sur ceux de Page et Jencks. Ils ont été les premiers a supposer et a
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démontrer que « la totalité¢ est plus que la somme des parties » [Page et
al., 1971] [Jencks et al., 1981]. Le gain pour ces molécules diméres a pu
étre calculé et donne une valeur de 15-20 kJ/mol, ce qui permet d’obtenir
des gains en affinité allant de 1,5 a S log centrés sur une valeur moyenne

de 3 log.

2.1.4 Application du concept

Comme exposé dans I’introduction, le laboratoire du Pr Pirotte a
développé plusieurs séries d’AMPApam de la famille des
benzothiadiazine dioxydes (BTD) depuis une vingtaine d’années.

Rs Ra

Re N
w
Ry 5-NH

Ry O O
90

Figure 32. Structure générale d’'une BTD.

Grace a une collaboration avec le Pr Kastrup (Université de
Copenhague), les composés synthétisés au LCP-ULi¢ge ont permis
d’investiguer les interactions entre les BTD et les AMPAR. Ainsi, au
cours de leur développement, divers BTD ont été cocristallisés avec le
LBD d’une sous-unit¢ GluA2,, notamment les composés (62) [Krintel et

al., 2012] et (64) [Norholm et al., 2013].

2-70



LBD d’une sous-unité¢ GluA2, (adatpé de [Krintel et al., 2012] et
[Nerholm et al., 2013].

Au vu de la disposition des molécules (62) et (64) au sein du
récepteur, il semblerait que 1’application du concept de la dimérisation
soit envisageable. Pour valider cette approche, une modélisation fut
réalisée par le Dr Dilly sur base des résultats cristallographiques obtenus
avec le composé (62) [Krintel et al., 2012]. Cette étude préliminaire
reprend 1’arrangement spatial de deux molécules (64) et envisage la
possibilité de les lier par un simple pont hydrocarboné. La méthode

expérimentale suivie est décrite par [Halgren et al., 1996]. 1l ressort de
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cette étude qu’une molécule dimere, pontée par un groupement éthyléne
(figure 34B) ou propyléne (figure 34C), peut adopter la méme géométrie

que les monomeres (figure 34A).

Figure 34. A) Position du composé (62) dans la poche allostérique. B)
Dimere potentiel lié par un pont éthyléne. C) Dimeére potentiel lié par un
pont propyléne (adapté de [Drapier ef al. 2018]).
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2.2 Axes d’étude

2.2.1 Synthese

Les conditions nécessaires du principe de dimérisation semblent
étre réunies pour s’appliquer avec succes aux BTD comme aux
AMPApam. Les molécules dimeres envisagées correspondent a la
représentation de la figure 35 (91). Un pont de nature alkyléne, limitant
ainsi au maximum les interactions entre celui-ci et la protéine, serait le
meilleur candidat. Néanmoins, I’introduction d’hétéroatomes (oxygene et
azote) au sein du lien, s’ils risquent de générer plus d’interactions (pont
H...) avec la protéine, peut aussi mener & des composés intéressants. De
méme, certains intermédiaires réactionnels, des amides impliqués dans la

synthése des amines, pourront étre évalués.

Compte tenu des difficultés d’accés et des surprises qui peuvent
survenir lors de 1’évaluation d’intermédiaires de synthese, il a semblé
¢galement intéressant d’évaluer des composés « simplifiés ». Ces derniers
sont simplifiés dans le sens ou ils ne portent qu’un seul motif BTD et un

cycle aromatique porteur d’un groupement sulfonamide de 1’autre c6té du

pont (92).
R4 R4 4
N X-Y. N X-Y,
HNr D\_/ >©i ?QH HoN< /@\_/ ﬁ[ jNH
) R; R; 5 S! R; R7 S
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R
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Figure 35. Modele pour les molécules dimeres (91) et modele de
molécules simplifiées (92) envisageables. R4=-Me, -cPr ;
R;=-H, -F ; X-Y =-CH,-(CH,),- n = 1,2 , -NH-CO-, -NH-(CH,),, -O-
(CHy). ..
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2.2.2 Pharmacologie

Outre la préparation de ces molécules dimériques, nos travaux de
recherche doivent aussi comprendre le développement d’un protocole
permettant leur évaluation pharmacologique dans un test de criblage
moyen débit. Par «moyen débit» nous entendons que ce test doit
permettre le sreening des composés au moyen de plaques 96 ou 384 puits
ou une partie importante de manipulation est réalisée par un opérateur
humain. En opposition au screening a « haut débit» ou le processus est
automatisé dans sa globalité et au sreening a « bas débit» qui permet de
faire des analyses de composés de manicre individuelle avec de

nombreuses manipulations de la part de I’opérateur.

La méthode de référence utilisée pour 1’évaluation de composés sur
des  récepteurs ionotropiques repose sur des  techniques
¢lectrophysiologiques de patch-clamp. Elle permet de mesurer les
parametres électriques cellulaires. Diverses techniques d’enregistrement
existent en fonction du canal ou du paramétre étudié [Joffre ez al., 2001].
Les techniques d’électrophysiologie représentent le gold-standard, car
elles permettent une étude pharmacologique compléte des composés
(obtention de courbes concentration vs réponse) et [’obtention de
parametres physiologiques (paramétres cinétiques de désactivation et
désensibilisation). Cependant, ces méthodes sont chronophages et ne
permettent pas la mise en place de méthode de screening rapide (criblage
moyen débit), elles entrent dans la catégorie des sceenings a « bas débit ».
Pour pallier ce probléme, des méthodes spectroscopiques basées sur la
fluorimétrie ont été développées [Varney et al., 1998] [Francotte et al.,

2010]. Si ces méthodes permettent un gain de temps et un criblage moyen
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(voire haut) débit, elles ne permettent plus d’obtenir autant d’informations

physiologiques qu’avec le patch-clamp.

Dans ce travail, des évaluations ¢électrophysiologiques des
AMPApam furent réalisées afin d’obtenir des informations
physiologiques en collaboration avec les laboratoires des Pr V. Seutin
(ULiege) et C. Mulle (Université de Bordeaux). Par ailleurs, une méthode
criblage moyen débit fut développée en paralléle, avec le laboratoire du

Dr Hanson, pour permettre les screenings préliminaires.
2.3 Résumeé

Ce travail s’articule en deux axes.

L’axe pharmacologique doit permettre la caractérisation et
I’évaluation des molécules synthétisées pour valider le concept de
molécules diméres actives comme AMPApam. Ce screening doit aussi
étre a « moyen débit » pour évaluer d’autres classes de molécules de la

chimiothéque du laboratoire de chimie pharmaceutique.

L’axe chimique se concentrera sur la réalisation de molécules
dimeres. Celles-ci devraient se montrer actives et meilleures que leur
correspondant monomérique, car elles répondent aux quatre conditions

requises pour cela.

v La molécule (64) est un ligand monomérique dont les propriétés ont

été optimisées pour la cible d’intérét.

v Ce ligand doit posséder plusieurs sites de fixation sur la protéine et
ceux-ci doivent étre proches. Comme représenté sur la figure 33, la
protéine dispose bien de plusieurs sites de fixation couplés deux a

deux et proches.
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v' La longueur de la chaine doit étre optimisée. La chaine optimale

semble €tre un pont soit éthylene, soit propyléne.

v' Le pont chimique ne doit pas dénaturer les interactions entre les
monomeres et leurs poches (point d’ancrage sur le monomere, nature
de la chaine...). Comme exposé par la modélisation du Dr Dilly, le
point optimal d’ancrage semble étre en position 6. Et la nature peu
réactionnelle du dérivé alkyléne ne devrait pas générer d’interactions

supplémentaires avec le récepteur.
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Chapitre 3

Resultats et

discussion




3.1 Syntheses chimiques

3.1.1 Stratégies de synthese

Les  o-aminobenzénesulfonamides  (95)  constituent  les
intermédiaires clés permettant 1’accés au noyau 1,2,4-benzothiadiazine
1,1-dioxyde. L’obtention de ce synthon peut se faire classiquement par
deux grandes méthodes. La premicre est la méthode d’Heindel, ou une
aniline réagit avec 1’acide chlorosulfonique en présence de PCls ou de
SOCI; [Heindel ef al., 1971]. Le chlorure de sulfonyle, intermédiaire trés
réactionnel qui en résulte, est neutralisé avec une solution aqueuse diluée
d’ammoniaque et donne le 2-aminobenzénesulfonamide correspondant.
Une autre stratégie est celle de Girard dans laquelle I’aniline (93) réagit
avec ’isocyanate de chlorosulfonyle. Le composé ainsi généré cyclise par
réaction de Friedl-Crafts grace au chlorure d’aluminium [Girard et al.,
1979]. La sulfonylurée (94) peut ensuite étre convertie en 1’o-
aminobenzeénesufonamide correspondante (95) par hydrolyse acide au

moyen d’une solution aqueuse 50 % (v/v) d’H,SOs,.

o
R7

o NH,
Q \|¢ iii Ji:[ — W
e >
NH NH, — ~NH
Ry S Ry g Ry S
o)

/ \\O O/’ \\O
94 95 96

i) (1) HSO4CI, PCls, (2) NH
ii) (1) CISO,NCO, CH3NO,, (2) AICI, ; (iiii) HoSO, 50%, A

Figure 36. M¢éthodes de et de Heindel (i) Girard (ii et iii).
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Une troisieme méthode a été mise au point par le LCP-ULi¢ge. Elle
permet d’obtenir des BTD diversement substitués qui ne peuvent étre
synthétisées par les deux voies susmentionnées [Nerholm et al., 2013].

Cette méthode est celle employée tout au long de ce travail.

) HAc sat. SO,
NaNOz CuCl, NHzR W HC(OE[)G W NaBH, N w
@: anon EI QI @i @[ -NH
R SO,NH, SO,NH, ,/\\ ,/S\\
OO0
97 98 99 100 101

Figure 37. Schéma de synthése général pour une BTD.

Sur base de cette stratégie, la réflexion doit porter sur 1’étape de
synthése qui conduit a la dimérisation. Naturellement, la réponse dépend
de divers facteurs, tels que la nature des réactions qui sont utilisées et les

conditions expérimentales.

Deux approches peuvent étre envisagées pour aboutir aux molécules

dimeres.

Soit une approche directe ou la dimérisation a lieu des les
premicres étapes du schéma et ou I’hétérocycle thiazidiazinique est
construit de manicre concomitante de part et d’autre du lien. Elle présente
comme intérét d’offrir un nombre assez large de possibilités de couplage,
car les réactifs portent peu de substituants et sont inertes vis-a-vis des
diverses conditions expérimentales qui peuvent leur é&tre appliquées.
Cependant, les réactions impliquées dans la méthode de synthese du LCP-
ULiege peuvent ne pas convenir sur un modele bivalent et mener a des

produits non désirés ou étre inefficaces.

0-0 0- 0 o0

Figure 38. Schéma d’approche directe.
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Soit une approche convergente ou le motif BTD est d’abord
construit et 1’étape de dimérisation prend place en fin de processus.
L’avantage de cette méthode réside dans le fait que les réactions a mettre
en ceuvre sont déja bien maitrisées au LCP-ULi¢ge. Il faut réaliser des
BTD porteuses de groupements fonctionnels permettant les réactions de
couplage. Toutefois, réaliser la dimérisation en fin de processus peut étre
problématique pour certaines réactions. En effet, la BTD présente des
fonctions potentiellement génantes, comme la fonction sulfonamide et son
proton labile, ainsi que les paires libres des atomes d’azote en positions 2
et 4. Il serait possible d’envisager la dimérisation sur une BTD non
réduite, ce qui résout le probleme du proton labile et des paires libres.
Mais ces composés sont généralement peu réactionnels ou difficilement
manipulables, car trés peu solubles dans la plupart des solvants [Freeman

et al., 1950] [de Tullio et al., 1995].

0 - 00 —~ O 00

Figure 39. Schéma d’approche convergente.

3.1.2 Premiéres tentatives avec un lien alkyléene

Pour cette premiére approche, la méthode de liaison choisie est une
réaction de Wittig. Elle implique la présence d’une base forte. Le proton
présent sur la BTD finale étant incompatible avec les conditions
expérimentales, il n’est pas possible de réaliser la dimérisation en ultime
étape du processus. De méme, I’intermédiaire non réduit (100) étant tres
sensible aux conditions basiques, il n’est pas possible de réaliser cette
réaction sur cette espece sans la dénaturer. Ensuite, les espéces porteuses
de protons labiles ne sont pas des substrats compatibles avec les

conditions expérimentales. Suite a ces observations préliminaires, c’est

3-81



donc I’approche directe qui est choisie. Le premier dimere désiré (102)
ainsi que ses anilines précurseurs (103 - 104) sont représentés sur la figure

40.

Y Yoo .
OO 1y - X
pr— +
HN\,/S\ FF //s\\’NH F NH, F NH,
oo} oo
102 103 104

Figure 40. Premier dimere désiré et ses synthons.

Lors de précédents travaux réalisés au LCP-ULiege [Drapier, 2013],
la faisabilit¢ de couplage via la réaction de Wittig fut démontrée.
Cependant, pour des raisons de disponibilité commerciale des produits, il
n’était pas possible d’obtenir les anilines (103 - 104). Celles-ci peuvent
néanmoins étre obtenues aprés réduction de fonctions nitros par
hydrogénation catalytique ou par 1’action du fer (0) [Clayden et al., 2001].
En tenant compte du fait que les fonctions nitros peuvent étre introduites
sur un noyau aromatique par réaction de nitration, les réactifs
commerciaux (105 - 106), respectivement le 2,5-difluorobenzaldéhyde

(105) et le bromure de 2,5-difluorobenzyle (106), nous ont servi de

(@] Br
F F
105 106

Figure 41. Synthons.

premiers synthons.
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La premiere étape consiste en la synthése du sel de phosphonium au
départ du bromure de benzyle. L’obtention de ce sel est aisée et se fait,
comme déja décrit, en présence de triphénylphosphine dans le toluéne
[Bae et al., 2007]. Le sel obtenu étant insoluble, il est récupéré par

filtration et peut étre engagé apres séchage dans la réaction de Wittig.

o
Br Br
F  Pph Ph.© F
B -3 ph—P
= Toluéne,110°C Ph
F 90 % F
106 107

Figure 42. Synthése du sel de phosphonium.

Le sel (107) est ensuite activé en milieu basique (KOtBu) et ajouté a
de ’aldéhyde (105) pour former I’alcéne (108) via la réaction de Wittig.
L’alcéne ainsi formé est isolé aprés purification sur une colonne de silice

[Pirrung et al., 2007].

Br 9 F F
@
Ph. & F F kotBu __
P ¥
F F MeOH
107 90 %

105

Figure 43. Réaction de Wittig.

L’étape suivante consiste a réduire la double liaison présente entre
les deux cycles aromatiques. A ce stade, la présence d’alcéne cis ou trans
n’a pas d’importance étant donné que 1’hydrogénation des deux isomeres
conduit au méme alkyléne (109).

F F F F

— H2
—_—
s (7 U
99 %
F F F F
108 109

Figure 44. Hydrogénation catalytique.
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Ensuite, il faut introduire une fonction amine primaire sur le cycle.
Cette dernicre y est greffée en deux étapes : une nitration, suivie de la

réduction des fonctions nitros en fonctions aminos.

La réaction de nitration peut se montrer sélective selon les
conditions expérimentales utilisées. Comme montré lors du stage de 2°
master [Drapier, 2013], la nitration est sélective pour les deux positions
d’intérét tant que le milieu n’est pas chauffé. Ainsi, une mononitration se
produit par cycle en para du pont éthyléne.

F F

® O O
RT HzS04 o NO,
E 65 %

F 109

Figure 45. Nitration.

Enfin, ’obtention de 1’aniline pouvant étre utilisée dans la méthode
d’obtention des BTD, peut étre obtenue par réduction des deux fonctions
nitros. Cependant, la méthode classique d’hydrogénation catalytique
[Neorholm et al., 2013] ne fonctionnant pas dans notre cas, c’est donc une
réduction au fer (0) en présence de chlorure ammonique [Francotte ef al.,

2008] qui a été mise en place et a permis d’isoler 1’aniline désirée (111).

oN o 18

110

Figure 46. Réduction au fer (0).

Cette réaction conclut les travaux réalisés lors du stage de 2° master.
Elle permet I’obtention du synthon dimeére prét a pouvoir générer le

dimeére BTD.
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d)KNOg, H,S0,, RT, 65 %; e) Fe, NH,Cl, EtOH, HCI 6N 47 %
Figure 47. Réactions permettant la formation du synthon dimérique.
Lors de divers essais de la réaction de Sandmeyer-Meerwein, il ne

fut pas possible d’isoler le produit désiré (112).

F F
a,b
(O L, = o T Ule
HoN NH», O:$ $:O
F NH, F F NH,

111 112
a) NaNO,, HCI, HAG sat. SO,,CuCl, b) NHg

Figure 48. Réaction impossible de Sandmeyer-Meerwein.

Nous avions deux hypothéses pour expliquer cette observation.
Premiérement, nous n’engagions pas assez de réactifs (111) dans cette
réaction. En effet, cette réaction présente des rendements trés variables
(de 10 a 90 %) selon la nature du substrat. Deuxiémement, cette réaction

ne peut faire un substrat dimérique.

Pour investiguer nos hypothéses, nous nous sommes tourné vers
I’homologue inférieur du composé (111) dont la synthése se fait en une
seule étape et est bien décrite dans la littérature [Delvigs et al., 2001]. Ce
synthon (114) reli¢ par un lien méthyléne devait nous permettre de savoir

si la nature dimérique du substrat est problématique lors de cette réaction.
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a) Paraformaldéhyde, CF3COOH, 100°C, 1h30, 75 %

Figure 49. Dimérisation au paraformaldéhyde.

L’obtention de ce produit fut aisée et avec des rendements
supérieurs a ceux décrits. Il était aussi possible de réaliser cette synthese
sur plusieurs grammes, permettant d’avoir une quantité¢ substantielle de

réactifs pour la réaction de Sandmeyer-Meerwein.

F F
F. ab
L = o LT w
H,N F NH, 2 S F S! 2
F o) F 00
115

F
o}
114
a) NaNO,, HCI, HOAc sat. SO,,CuCl, b) NHg

Figure 50. Réaction de Sandmeyer-Meerwein.

Malheureusement, il s’avéra que cette étape conduisit a plusieurs
produits. La trop faible résolution lors de leur élution chromatographique
ne permit pas leur isolement ni leur caractérisation. L utilisation de divers
traitements acide/base ou de recristallisation n’améliora pas la pureté du
composé. Malgré la présence de plusieurs produits, nous avons aussi tenté
une approche « one-pot ». Cette méthode fut déja utilisée pour certaines
BTD. Bien qu’il ne soit pas possible de caractériser chaque intermédiaire
individuellement, elle permet 1’obtention de la BTD désirée. La réaction
de cyclisation avec 1’orthoformiate de triéthyle est trés spécifique. En
effet, cette réaction ne peut se faire que si la fonction sulfonamide et la
fonction amine en ortho sont présentes. De plus, le produit qui en résulte
manifeste une trés faible solubilit¢ dans la plupart des solvants

organiques. Cette faible solubilité rend son isolement aisé. La stratégie
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one-pot ne fonctionna pas pour la molécule (115). Les différentes
réactions conduisirent a trop de sous-produits pour permettre la

cyclisation.

Sur base de cette observation, il semblerait que la proportion de
produits engagés ne soit pas le point bloquant. En effet, le réactif est
entiérement consommeé, mais sa disparition conduit & de nombreux sous-
produits non caractérisés. Des lors, la nature dimérique de la molécule

semble poser probléme a ce stade du schéma de synthese.

Dans le cas de la molécule (115), le pont est constitué d’un atome
de carbone. Les diméres désirés sont liés par des ponts d’au moins deux
atomes de carbone. Le pont plus court, comme pour le composé (115),
présente une plus grande rigidité que ses homologues supérieurs. Cette
faible flexibilité peut étre la cause de I’échec rencontré. Nous nous
sommes donc dirigé vers la syntheése de liens amide. Ces liens d’une
longueur de deux atomes devraient permettre d’évaluer si la longueur du
pont influence les réactions. De plus, les amides peuvent permettre tant
I’approche directe que 1’approche convergente. Outre la possibilité
d’étudier ces parametres expérimentaux, les composés liés par une
fonction amide (-NH-CO-) peuvent conduire aprés réduction a un
groupement amino-éthyléne (NH-CH;-). Ce dernier peut étre défini
comme [’isostére du groupement éthyléne. La présence de ce motif
pourrait conduire a des molécules possédant des activités proches de celle

portant un groupement éthyléne.
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3.1.3 Série présentant un lien amide

3.1.3.1 Approche directe

Nous voulions dans un premier temps vérifier s’il était possible de
réaliser la réaction de Sandmeyer-Meerwein sur un substrat dont le lien
était plus grand qu’un groupement -CH,-. Nous avons donc réalisé¢ la
synthése d’un dimeére au départ de deux produits disponibles dans la
chimiothéque du laboratoire. L aniline (116) et I’acide carboxylique (117)
utilisés ont fourni un dimere (118) lié par des positions qui, apres
formation du cycle BTD, correspondent aux positions 6-7. Ces positions
ne sont pas optimales, mais le but premier de ces synthéses était surtout
d’examiner la faisabilité de la réaction de Sandmeyer-Meerwein avec une

molécule dimeére.

F F S~
O, 0, W T
HoN NO, NO, 86%
116 117

118

Figure 51. Réaction d’amidation.

La réaction de dimérisation s’opere en suivant une stratégie de
couplage peptidique. L’acide (117) est converti en chlorure d’acide
correspondant au moyen du chlorure de thionyle [Francotte ef al., 2009].
Cette espéce est ensuite mise en contact avec 1’aniline (116) pour
conduire a ’amide désiré. L’aniline (116) fut utilisée en léger exces pour
permettre la conversion totale du chlorure d’acide. Cet exces fut ensuite

¢liminé par traitement acide afin d’isoler uniquement 1’amide (118).

La réduction des fonctions nitros donnant ainsi accés au synthon

désiré se fit au moyen de fer (0) en présence de chlorure ammonique.
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Figure 52. Réduction des fonctions nitros.

A ce stade, nous disposions du produit en quantité suffisante pour
tenter la réaction de Sandmeyer-Meerwein sur une fraction suffisante de
substrat. La réaction sur cette molécule dimérique (119) mena au produit
attendu, remplacant les anilines des deux sites par les fonctions

sulfonamides (120).

La réaction de Sandmeyer-Meerwein présente des rendements de
10 % a 90 % selon le substrat. Le rendement est de 1’ordre de 30 % sur
une molécule dimére. Celui-ci s’explique par un faible taux de conversion
du réactif. Le principal produit secondaire n’est autre que le réactif qui
n’a pas réagi, malgré la présence en exceés des autres especes
réactionnelles. Cette observation permet de dire qu’il est possible de
réaliser cette réaction Sandmeyer-Meerwein sur une molécule dimérique,

mais que les dimeres ne sont pas un substrat de choix pour cette réaction.

Une fois le sulfonamide positionné en ortho de I’atome de fluor, ce
dernier se voit activé vis-a-vis des conditions de réaction de la
substitution nucléophile sur aromatique (SnAr). Il ne fut pas possible
d’isoler le composé d’intérét (121) lors de cette étape. La réaction de
SnAr conduit & plusieurs produits, dont les Ry trés proches ne permettent
pas une séparation sur colonne de silice. Ici aussi ’approche one-pot fut
tentée pour isoler un solide aprés cyclisation dans I’orthoformiate de
triéthyle. Aucun solide n’apparut. Il semblerait que la SxAr soit aussi

sensible a la nature dimérique du substrat.
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Figure 53. Récapitulatif.

Afin de confirmer ces observations, nous avons réalisé la méme
série de réactions sur un autre amide dimérique. Cet amide donnerait un

dimere li¢ par les positions 7 - 7°.

Les mémes observations ont été faites et les mémes conclusions que
précédemment peuvent étre tirées. Il semblerait que 1’approche dimérique
soit une voie qui ne convient pas aux conditions expérimentales
rencontrées lors des réactions de Sandmeyer-Meerwein et de SxAr. Des

lors, c’est I’approche convergente qui fut privilégiée.
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Figure 54. Test sur ’amide 1i¢ par un pont 7 - 7°.

3.1.3.2 Approche convergente

Dans le cadre de 1’approche convergente, il faut dans un premier
temps réaliser la syntheése des deux sous-unités BTD de maniére distincte.
Cette stratégie se rapproche des protocoles mis en place et maitrisés au
LCP-ULiége : la synthése de petites molécules monomeres. Les amines
aromatiques (127 - 128) et acides carboxyliques (129 - 130)
correspondants ont été synthétisés en suivant le protocole décrit par
Norholm et al. [Nerholm et al., 2013]. Toutefois, la synthése doit
s’arréter avant la réduction donnant la BTD, car cette derniére libérerait la
fonction sulfonamide qui conduirait a des réactions secondaires lors du

couplage peptidique.

; v
@o J@o *@@

()¢
127 128 129 130

Figure 55. BTD monomériques porteuses de fonctions amine et acide
carboxylique.
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La présence de groupement -NH, peut étre génante vis-a-vis de
certaines réactions du protocole. C’est pour cette raison qu’il est
dissimulé sous la forme de fonction nitro, inerte tout au long du protocole
expérimental. La fonction nitro est finalement réduite en dernicre étape
par hydrogénation catalytique.

ON_~F | ONAF
| P~ l Z NH
NH, S

N

do
131 132 I V

JOUME TS o
2!
ON //S\‘,NHZ = //S\:NHz
[e)ye} (e)Ne]
133 134-135
iii
i) 1) HOAc sat. SO,, HCI, NaNO,, l
CuCl, 2) NH4OH 44 %
iiy Cyclopropylamine, microonde V V

iii) HC(OEt),

: N . N
v) Hp, Pd/C A
V) Ha HaN T <M on 0
2! N 2 N
Substitué en 4:134 (86 % = s”
oo

( ) S
Substitué en 5: 135 (90 %) oo
Substitué en 6: 136 (36 %), 127 (91 %)
( ), 128 (77 %) 127-128 136-137

0

Substitué en 7: 137 (85 %

Figure 56. Synthése des amines aromatiques (127 - 128).

La fonction acide est protégée sous forme d’ester méthylique afin
d’éviter des réactions secondaires. La fonction acide est rendue en fin de
processus par hydrolyse acide. Les conditions classiques, a savoir un
chauffage modéré en présence d’acide en quantité catalytique, laissent
I’ester intact. Une augmentation de la température conduit a la
dégradation du produit. C’est en utilisant une solution a 50 % en acide
sulfurique chauftée a 90 °C qu’il fut possible d’isoler le produit d’intérét

sans dégradation.
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Figure 57. Synthése de la BTD portant I’acide carboxylique en position 6
(129).

La BTD dont la fonction acide carboxylique se trouve en position 7
ne nécessita pas de protection. Elle fut générée par oxydation du
groupement -CHj3 situé en méta de la fonction sulfonamide [Francotte et
al., 2009]. La présence de ce proton acide ne géna ni la réaction de SyAr

ni la réaction de cyclisation.
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i) Fe, HOAc, 60 % ii) 1) HOAc sat. SO,, HCI, NaNO,, CuCl, 2) NH4OH, 80%
iii) NaOH, KMnO,4, 72% iv) Cyclopropylamine, microonde, 80% v) HC(OEt)s, 72 %

Figure 58. Synthése de la BTD portant I’acide carboxylique en position 7
(130).

A partir des quatre monomeres isolés, la dimérisation implique la
formation d’un lien amide. La méthode classique pour réaliser un lien
amide consiste a transformer dans une premicre étape la fonction acide en
une espece activée, telle qu’un chlorure d’acide, un anhydride d’acide, ou
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tout ester « activé ». Dés que cette espece est générée in situ, 1’amine

aromatique est ajoutée pour réagir.

La premiére méthode que nous avons envisagée fut de convertir la
fonction acide (129 - 131) en chlorure d’acide (148 - 149) au moyen de

chlorure de thionyle.

Il semble qu’il y ait bien conversion, et ce, quelle que soit la
position de ’acide sur le cycle. Cependant, lorsque I’amine est ajoutée, il
se produit de nombreuses réactions secondaires ; les produits obtenus ne
peuvent étre séparés sur silice ou par d’autres méthodes compte tenu de
leur trés faible solubilité, caractéristique des BTD insaturées. De plus, une
partie importante de 1’acide (129 ou 130) n’a pas réagi et a été régénérée
apres la synthése. Nous supposons que c’est la nature trop réactionnelle
du chlorure d’acide qui conduit aux diverses sous-réactions et sous-
produits. Cependant, cette hypothése n’est pas compatible avec la non-
complétion de la réaction, qui pourrait s’expliquer par une faible
réactivit¢é de I’amine aromatique en lien avec la faible solubilité du
composé. Or, dans ce cas, la réaction se passe dans le DMF sec, un des
rares solvants permettant de solubiliser ces produits, invalidant ainsi
I’hypothese. Le DMF, en plus de jouer le role de solvant, joue un rdle de
catalyseur en réagissant avec les chlorures d’acide, d’autant plus indiqués

pour ce type de réaction [Clayden et al., 2001].

Nous sommes ensuite passé a un groupement acyle activé en
suivant les conditions de la littérature. L’agent utilis¢ fut le 1,1°-
carbonyldiimidazole (CDI), et malheureusement, les mémes observations

furent faites (150 - 151).
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Un test fut réalisé avec le N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC),
mais dans ce cas, aucune conversion vers 1’espéce activée n’était observée

(152 - 153).

0, Y 0 \VW
C|>-E:[s/l"‘ [/_N\}E/ S/lN

oo i ii N. 2 [olie]
148 - 149 \ V J 150 - 151

amine aromatique 0 X N amine aromatique
127 -128 |N 127 -128
HO ¥ s

Dimeére 129-130 Dimeére
Substituant en 6: 148, 150 et 152 iii
Substituant en 7: 149, 151 et 153

o
O JEL

N oo
6152-153

i) SOCI,, reflux ii) CDI, t° ambiante iii) DCC t° ambiante

Figure 59. Récapitulatif de la formation de liens amides.

Afin de comprendre ces échecs, nous avons utilis¢ d’autres acides
carboxyliques lors de ce couplage pour déterminer si la réaction était
possible avec cette amine aromatique comme substrat. Nous avons testé
les différents isoméres de 1’acide fluorobenzoique (154 a-c¢). Les
composés générés pourraient étre valorisés dans la suite du travail comme
des molécules hybrides. A cette fin, c’est le passage par le chlorure
d’acide que nous avons utilisé. Quelle que soit la nature des isoméres de
I’acide (154 a-c) ou de I’amine aromatique (127 - 128), la réaction
s’effectue jusqu’a son terme. Nous avons ainsi pu isoler six composés

(155 a-f) qui ont été réduits et qui donnent des BTD (156 a-f) trés proches

structurellement de certaines molécules déja réalisées au LCP-ULicge.
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Figure 60. Amides hybrides.

Il semblerait donc que ce soient les acides carboxyliques (129) et
(130) qui bloquent la réaction de couplage. En série amide, 1’approche

convergente fut aussi un échec.

Aprées ces premieres tentatives et au vu des difficultés de synthése
rencontrées, il nous semblait opportun de focaliser notre approche sur les
meilleurs diméres possibles, afin d’optimiser au mieux les protocoles.
C’est pour cela qu’une série de diméres potentiels a été soumise a la

modélisation moléculaire.
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3.2 Modélisation

Un ensemble de structures correspondant aux dimeres potentiels fut
soumis au Pr Pochet (UNamur) pour qu’il puisse réaliser un docking. Le
but de ce docking-scoring était d’obtenir une information quantitative, qui
confirme les informations qualitatives obtenues précédemment par le Dr

Dilly.

Les positions relatives des deux monomeres (64) cocristallisés avec
le LBD comme sur la figure 33 (code pdb 4N07) ont servi de base pour ce
docking. La molécule (64) a servi d’étalon et de contrdle interne vis-a-vis
des candidats potentiels [Jones et al., 1997] [Drapier et al., 2018]. Le
programme fournit, pour chacune des molécules, les différentes
dispositions dans la poche d’allostérie, les énergies de liaison et la
fréquence de ces interactions. La disposition présentant la plus haute

fréquence d’apparition est celle qui est employée pour les comparaisons.

3.2.1 Molécules testées

Les molécules testées se répartissent en plusieurs catégories selon

les variables structurelles qui leur sont appliquées.

1. La position : les emplacements de fixation en positions 6 et 7 du lien
ont été testés.

2. Lalongueur : les liens de type éthyléne ou propyléne ont été évalués.

3. La nature chimique : la nature chimique du pont est soit une chaine
alkyle, soit un lien amide, soit un lien aminométhyle.

4. Le substituant en position 4: deux types de substituant ont été
conservés pour étre fixés a ’azote en position 4 : un groupement
méthyle et un groupement cyclopropyle. Les recherches faites au

LCP-ULegge ont montré que la présence d’un petit groupement alkyle
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(Me et/ou cPr) sur I’atome d’azote est cruciale d’un point de vue
structure-activité [Pirotte et al., 1998]. Le dimére est une molécule
rigide. Pour éviter les problémes d’encombrement stérique sur cette
position, le plus petit des groupements a été retenu. Bien que le
groupement cyclopropyle soit plus volumineux, il a permis d’obtenir
les composés les plus actifs. C’est pour cette raison qu’il a aussi été
retenu.

La simplification : en derniére étape, des composés « hybrides », ou
diméres simplifiés, ont été testés. Ils présentent une partie
benzothiadiazine dioxyde, et de l’autre coté du lien un simple
substituant benzenesulfonamide, cette derniére faisant penser a une
BTD ouverte, simplifiée, d’ou leur appellation.

La présence d’un atome de fluor : la derniere modulation évaluée est
I’introduction d’un atome de fluor sur le cycle aromatique des BTD.
Cet ajout permet de se rapprocher de la molécule (64) qui présente un
atome de fluor en position 7, permettant des interactions favorables
avec la poche d’allostérie [Nerholm et al., 2013] [Krintel et al., 2016].
Pour des dimeéres simplifiés, la présence d’un seul ou de deux atomes

de fluor a été évaluée.

o\\//o Q\//O o\\/,
k'ﬁ NW KN \@ENW kN NW
O I/S‘\,NH A /IS\\,NH A - //S‘\,NH
o o]
157 158 159

Figure 61. Molécules dimeres.
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Figure 63. Déclinaison sur la molécule (157).
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3.2.2 Resultats

. Dimere/ | Nombre Energie de
Molécule | Position atir/fles cllj?rtl?(;fle eiu;,(f;?;?; Simplifié | d’atomes liaison

(D/S) de fluor (kcal/mol)
157 6-6’ 2 éthyléne Me D / -55,68
158 6-6’ 2 éthyléne cPr D / -54,83
159 6-6’ 2 éthyléne cPr D 2 -46,48
160 6-6’ 3 propylene Me D / -45,41
161 6-6’ 3 propylene cPr D / -53,24
162 6-6’ 2 éthyléne cPr S / -26,89
163 6-6’ 2 éthyléne cPr S 1 -31,31
164 6-6’ 2 éthyléne cPr S 2 -30,01
165 6-6’ 3 propylene cPr S / -34,64
166 6-6’ 3 propylene cPr S 1 -34,51
167 6-6’ 3 propylene cPr S 2 -36,75
168 7-6 2 éthyléne Me D / -37,28
169 7-7 2 éthyléne Me D / -25,00
170 6-6’ 2 amide Me D / -2,74
171 6-6’ 2 mzft‘;l‘ynl‘;ne Me D / -50,31

Tableau 1 : Comparatifs des différents dimeres potentiels.

Ces résultats proviennent de trois dockings successifs. Ceux-ci ont

été¢ réalisés au moyen du logiciel GOLD (Genetic Optimization for

Ligand Docking) au moyen de deux fonctions internes au systéme : PLP

(Piecewise Linear Potential) e¢ CHEMPLP. Ces fonctions sont toutes

deux des fonctions empiriques optimisées pour déterminer les interactions

entre ligands et protéines [O. Korbs ef al. 2009]. Pour rester simple, la

fonction PLP permet d’évaluer I’encombrement stérique entre la protéine

et la molécule testée tandis que la fonction CHEMPLP permet

I’évaluation des angles et des distances envers les ponts hydrogénes, et est
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la fonction par défaut utilisée par GOLD. Les différents paramétres de ces
fonctions sont modulables, ceux qui ont été utilis¢é dans le cadre de ces
¢tudes utilisent des valeurs moyennes permettant un équilibre entre

performances et résultats.

D’un point de vue méthodologique, la premicre étape fut la
préparation, d’une part du cite actif (sur base des données de la PDB code
4N07) et d’autre part des molécules. Apres avoir vérifié les interactions
données par le modele et celles référencées par la littérature pour des
molécules déja caractérisées. Cent essais ont été réalisés par molécules
désirées. Les vingt meilleurs résultats ont été conservés. Parmi ces vingt
résultats, les différentes poses prises par les dimeres ont ét€ regroupées en
clusters, ensuite la meilleure pose fut sélectionnée (généralement la pose
majoritaire au sein du cluster) et 1’énergie de liaison associée extraite
pour permettre la comparaison entre les différents diméres comme

présenté par le tableau 1.

Les énergies de liaison, obtenues par Discovery Studio 4.0, peuvent
varier selon différents paramétres. Ainsi, 1’utilisation d’autres fonctions
auraient pu conduire a d’autres interactions, et donc a d’autres poses au
sein des clusters. Cependant si dans I’ordre des affinités des différentes

molécules peut étre affecté, la tendance générale devrait étre conservée.

Le premier docking était focalisé sur la longueur du lien, la nature
du substituant en position 4 et la différence entre diméres et molécules
simplifiées (157, 158, 160, 161, 162 et 165), le deuxieme sur la pertinence
d’introduire un atome de fluor (159, 163, 164, 166 et 167) et le dernier sur
la nature du lien et son point d’attache (168, 169, 170 et 171).

L’information importante de ces résultats est I’énergie de liaison

entre la molécule testée et la protéine. Plus cette énergie est négative, plus
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I’interaction est favorable et meilleur est le fiz. Ainsi, de ces différents

dockings, une série de conclusions peuvent étre tirées :

1.

Entre les dimeres vrais et simplifiés, ce sont les vrais diméres qui sont
les meilleurs candidats (158 vs 162, 163, 164 ou 161 vs 165, 166,
167).

La meilleure position pour fixer le linker se place entre les positions 6
des noyaux BTD (157 vs 168 et 169).

Un lien éthyléne est le meilleur choix (157 vs 160 et 158 vs 161).

La nature du groupement sur 1’azote en 4 n’a pas d’influence si le
pont est de nature éthylénique (157 vs 158). En revanche, dans le cas
d’un pont de nature propyléne, le groupement cyclopropyle est
meilleur que le groupement méthyle, comme déja décrit dans la

littérature (160 vs 161).

. L’introduction d’un ou plusieurs atomes de fluor n’apporte pas de

gain d’affinité marqué pour les dimeéres (158 vs 159). Dans le cas des
composés simplifiés, la série éthyléne ne présente pas un gain
d’énergie de liaison (162 vs 163 et 164), alors que la série propyléne
manifeste un léger gain (165 vs 166 et 167). Enfin, I’introduction d’un
deuxiéme atome de fluor ne modifie pas substantiellement les
énergies de liaison (163 vs 164 ou 166 vs 167).

Enfin, concernant la nature du lien, comme 1’atteste la trés faible
énergie de liaison de I’amide (170), des composés reliés par ce pont
rigide ne montrent que peu d’intérét. Pourtant, il semble que le pont
aminométhyléne (171) soit une possibilité intéressante a étudier,
comme nous pouvions I’attendre de ce pendant isostérique de la

molécule (157).
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Pour terminer, il ressort clairement que les meilleures molécules
sont (157), (158), (161) et (171) (par ordre décroissant d’énergie de
liaison). Ce sont donc ces molécules qui présentent le plus grand intérét a
étre synthétisées pour valider le concept de dimere appliqué aux BTD
comme modulateurs allostériques positifs des récepteurs AMPA. La
molécule (171) présente un plus faible intérét dans un premier temps. La
présence de 1’atome d’azote pourrait causer des interactions défavorables
entre le récepteur et le pont. Ces interactions doivent étre minimisées dans
le but d’éviter de dénaturer celles entre les noyaux BTD et leurs sites de
liaison. Ce sont donc les 3 molécules avec un pont alkyle qui seront le

centre des travaux de synthése et qui devraient permettre de valider le

concept (figure 64).

Q.0

L SUSUL » o S
N

OO, ) %
A
(6]

157 158

Figure 64. Molécules désirées.
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3.3 Synthese des molécules cibles

3.3.1 Pont éthylene

Fort de I’expérience acquise avec les amides, il semble qu’une
approche directe ne peut que difficilement aboutir, et que c’est donc une
approche convergente qu’il faut emprunter. Pour réaliser le pont entre
les BTD, nous avons décidé d’utiliser la réaction de métathése des
oléfines [Chatterjee et al., 2002]. Celle-ci nous permet, au moyen du
catalyseur d’Hoveyda-Grubbs II (202) de faire réagir deux équivalents de

monomere sur eux-mémes pour obtenir un dimere.
L NN
Clo.,

Ru=
0
o~

Catlyseur Hoveyda-Grubbs Il
202

Figure 65. Catalyseur utilisé lors de la métathese

Le composé dérivé du styréne servant de précurseur sera obtenu par

réaction de Suzuki-Myaura sur un dérivé bromé [Suzuki et al., 1999].

0.0
HN’\S/ R l:“ B
l N Br N
X
KND\/ N f— z W fr— | W
\ N _NH A ___NH
R _NH 2 S
3 o oo
(o)Ne]
157: R =Me 158: R = cPr 172: R =Me 173: R = cPr 174: R =Me 175: R = cPr

Figure 66. Rétrosynthése des molécules (157 - 158).
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La synthese des deux précurseurs bromés fut réalisée en suivant les
conditions généralement employées au LCP-ULi¢ge [Francotte et al.,

2010].

Br F a Br F b Br N NH ¢ Br N d Br N
LS ST S Pu L )
NH N -

NH, - NHz A g2 s” S

2\ 7\ I\ Y

g0 o]
R =Me: 178 R =Me: 180 R =Me: 174
176 177 R = cPr: 179 R = cPr: 181 R = cPr: 175

a) 1) HOAc sat. SO, NaNO,; CuCl, 2) NH,OH, 36 % b) NH.R, pw Me: 90 % cPr: 75 %
¢) HC(OEt)3 Me: 78 % cPr: 74 % d)NaBH, Me: 72 % cPr: 91 %

Figure 67. Synthése des dérivés 6-bromo (174 - 175).

L’étape suivante consiste a fonctionnaliser avec un groupement
vinylique par la méthode Suzuki. C’est pour cette réaction catalytique que
le Akira Suzuki fut célébré par le prix Nobel de chimie en 2010 aux cotés
de Heck et Neigishi, pour leurs travaux sur la réaction de couplage
catalysée au palladium. La réaction de Suzuki permet le couplage entre un
acide ou un ester boronique et un compos¢ halogéné ou pseudohalogéné
(groupement triflate, tosylate...), résultant en un lien carbone-carbone
entre les deux especes. Le couplage de Suzuki ressemble fortement au
couplage de Stille, en utilisant des dérivés borés au lieu des composés
stanneux. La stabilité et I’innocuité des premiers a permis a la méthode
Suzuki de se répandre et d’étre aujourd’hui couramment utilisée et décrite
dans la littérature [Suzuki et al., 1999] [Gujral et al., 2016] [Hussain et
al., 2016]. Les conditions expérimentales sont relativement douces :
présence de Pd et d’une espéce basique, souvent du carbonate de
potassium. Les conditions basiques de réaction permettent d’activer
I’espéce boronique en polarisant la liaison, facilitant ainsi la réaction de
transmétallation, étape limitante, et donc accélérant grandement le

processus.
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Pd(II)

RR' v R-X
» Pd(0)L,
) |\ Addition
) \ oxydative
/
Elimination N
réductrice R-Pd(II)L,-X
OH
Transmétallation ,
S R B ]
Base
R-Pd(IT)L,-R"' =<

\J
Base-B(OH), + X

Figure 68. Cycle catalytique (adapté de [Laue and Plagen, 2005]).

Dans un premier temps, la réaction de Suzuki a été réalisée entre les
BTD (174 - 175) et du 4,4,5-triméthyl-2-vinyl-1,3,2-dioxaborolane en

présence d’acétate de palladium et de carbonate de potassium.

R
Br NW OAc
C:S’NH )><o KoCOs A@[
AN // \\
oike)
174: R = Me 175: R = cPr 172: R = Me 173: R = cPr

Figure 69. Premier couplage de Suzuki.

Observations :

* La réaction conduit systématiquement a plusieurs produits
difficilement séparables sur colonne de silice. Les produits
secondaires se forment de maniére concomitante avec le produit
d’intérét indépendamment des conditions expérimentales
(variations de la température, des quantités de base, de la nature

de la base, du solvant...)

* La réaction n’est pas complete malgré 1’ajout de réactif boré en

€XCes.
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* L’apparition d’un solide noir au cours de la réaction conduit a

des pertes de produit lors de son isolement.

Pour pallier ces problémes, un autre réactif boré fut testé: le
vinyltrifluoroborate de potassium. L’utilisation de trifluoroborate pour les
réactions de Suzuki est une amélioration de la méthode [Barder et al.,
2004] [Molander et al., 2008] [Butters et al., 2010] [Lennox et al., 2012].
La présence d’ions fluorures li€s a I’atome de bore permet de polariser la
liaison et d’améliorer encore la réactivité. L’utilisation de ce réactif a
permis de diminuer de maniére drastique la proportion de produits

secondaires générés durant la réaction, et surtout de conduire la réaction a

son terme.
" ; "
Br N NW K+ \> Pd(OAc), Z N NW pZ NH
| T B co | NHO NH
o FoF e s s
oo 0o
174: R =Me 175: R = cPr 183 1722:R=Me173: R=cPr  184: R =Me 185: R = cPr

Figure 70. Couplage de Suzuki conduisant a I’ouverture du cycle.

Lors de I’analyse des composés récupérés, il s’est avéré que le
produit majoritaire n’était pas la BTD vinylée (172 ou 173), mais
I’aminobenzeénesulfonamide (184 ou 185). Ceci s’explique par la nature
relativement sensible en milieu basique de ce type de composé qui peut
avoir tendance a s’ouvrir et a régénérer le précurseur

(aminobenzeénesulfonamide) [Mollica et al., 1971].

Ce résultat peut s’expliquer de trois manicres : soit la réaction de
Suzuki se passe sur le composé cyclisé et ’ouverture se fait ensuite
(figure 71, chemin A), soit ’ouverture se fait en premier et c’est
I’aminobenzeénesulfonamide qui sert de substrat pour la réaction de

Suzuki (figure 71, chemin B), soit la réaction de Suzuki se fait sur les
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deux substrats et ’ouverture se fait de manic¢re concomitante (figure 71,

chemin A et B).

A B
174: R = Me
175: R =cPr

i i
/ | N NW Br\©:NH
NH NH
s s
OO0 OO0
172: R =Me 178: R = Me
173: R =cPr \ R /179:R:cPr
|
/ | N NH
AN ..NH,
do
184: R = Me
185: R =cPr

Figure 71. Chemins réactionnels possibles.

Il s’est avéré que si le chemin réactionnel B est possible, il est alors
possible de réaliser la réaction de Suzuki sur ’aminobenzeénesulfonamide
pour obtenir les composés (184) et (185). A partir de ce point, les
méthodes de synthése ainsi que les rendements varient selon la nature du

substituant R en position 4.

R R
B F B NH NH
' i ' i =

NH NH NH
S 8 S

) 4\ 4\

0o dgo
177 178: R = Me 179: R = cPr 184: R = Me 185: R = cPr

i: NHoR, microonde, 96 % R = Me 75 % R = cPr
ii: KBF3CH=CH,, Pd(OAc),, KF, microonde 33 % R = Me 86 % R = cPr

Figure 72. Vinylation des aminobenzénesulfonamides.
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3.3.1.1 Synthése du dimeére 157

Comme notifié dans le point précédent, les rendements varient selon
le substituant, et pour le cas du groupement méthyle, malgré nos
tentatives, la meilleure optimisation que nous avons pu obtenir ne s’éléve
qu’a 33 % (contre 86 % pour le pendant cyclopropyle discuté au point
3.3.1.2). Nous ne nous expliquons pas cette différence si marquée sur la
simple base d’un groupement qui n’est pas directement sur le cycle
aromatique et qui ne semble pas provoquer de géne stérique. La suite du
protocole général de synthése des BTD ne présenta pas de problémes
particuliers et ne demanda pas de modifications des conditions

expérimentales, ce qui permit 1’obtention de la BTD (172).

Br N F i Br x NH ; = NH
l NH | NH NH
= g 2 = g 2 g2

N ZxN 25\

[ONe) oo
177 178 184
i- methylamine, microonde, 96 %
ii: KBF3CH=CH,, Pd(OAc),, KF, microonde, 33 % l i

iii: triethyl orthoformate, 130°C, 81 %

iv: NaBHy,, 2-propanol, 61 % |

|
& N iv AN N
Tl - )
~NH NN
2 S
OO0

N

OO0
172 186

Figure 73. Obtention de la BTD (172).

La BTD peut présenter un risque d’empoisonnement du catalyseur
de Grubbs et peut empécher la métathése. La littérature nous informe
qu’il est possible de réaliser des réactions de métathése avec des fonctions
possédant des paires électroniques libres ou des protons libres [Danieli et

al., 2004] [Faucher et al., 2004] [Narendra et al., 2004].

Nous avons tout d’abord réalisé un essai sur une BTD disponible
dans la chimiothéque du LCP porteuse d’une fonction vinyle (187) et la

réaction se produit sans difficulté: I’avancement de cette dernicre
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s’observe facilement avec 1’apparition d’un composé insoluble (188).
L’isolement du produit est d’autant plus simple qu’il suffit de le filtrer, et
méme si la réaction n’est pas compléte, le milieu réactionnel initial étant
homogene (réactif et catalyseur solubles dans le dichlorométhane), le

produit (188) s’isole et se purifie par filtration.

188
a) Hoveyda-Grubbs Il (0,01 mol%), CH,Cl,, Ny, 95%

Figure 74. Couplage de Grubbs sur une BTD.

Lorsque la molécule (172) réagit avec le catalyseur, les mémes
observations furent réalisées: un milieu homogene avec apparition
progressive d’un trouble puis d’un solide aisément récoltable. Ce solide
est ’alcéne frans (189) ; cette sélectivité s’explique par la présence d’un
seul type de proton vinylique en RMN, traduisant la présence d’un seul
des deux isoméres. Le trams est thermodynamiquement favorisé, car
minimisant les génes stériques ; or, comme nous n’avons mis aucun
sélecteur stérique dans le milieu pour favoriser 1’apparition du composé
cis, ¢a ne peut donc étre que le trans. La présence de cet isomere
spécifique ne nous impacte pas, car I’étape suivante consiste a réduire la

double liaison, mais il est intéressant de le souligner.

Enfin, le dimeére (157) est obtenu par hydrogénation catalytique de
(189). Cette étape demanda une légére modification du protocole
expérimental. Le traitement de cette étape consiste en la filtration du
charbon palladié. La solubilit¢ du produit (189) étant trés faible, il
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nécessita 1’ajout de DMF comme cosolvant pour le solubiliser et

permettre de 1’isoler dans le filtrat.

|
B F Bi NH NH N
' i ' i = iii = m
NH NH NH N
s 2 s C s P s!
oo 0

25N

[o)ye
177 178 184 186

0.0 0,0 l
o e s U |
N . N N
S e YL e e,
Zs! S s
OO

157 189 172

i methylamine, pw, 96 % ; ii: KBF3CH=CH,, Pd(OAc),, KF, uW, 33 % ; iii: orthoformiate de triéthyle, 130°C, 81 % ;
iv: NaBH,, 2-propanol, 61 % ; v: catalyseur Hoveyda-Grubbs Il, CH,Cl,, 65 %; vi: Pd/C, 10bar H,, 25%

Figure 75. Schéma de synthése menant au dimere (157).

3.3.1.2 Syntheése du dimeére 158

La réaction de Suzuki sur le substrat porteur d’un groupement
cyclopropyle en position 4 se passe bien mieux que sur son homologue
méthyle, avec un rendement de 86 %. Les conditions expérimentales
employées sont pourtant identiques et la pureté des réactifs semble de
qualité équivalente. Cependant, nous avons observé une assez grande
variation de rendement lors de nos différentes tentatives. Une des
explications peut étre en lien avec le solide noir qui apparait suite a
’utilisation du palladium. Ce solide peut se présenter sous différentes
formes : soit étre relativement fin et ne générer qu’une fine pellicule sur
les parois du ballon, soit former un amas bien plus considérable et
compact autour de D’agitateur magnétique. Cet amas doit slirement
contenir une partie du produit ; or, comme il est ¢liminé en début de
traitement postréactionnel, son élimination conduit aussi a la perte de

produit et réduit ainsi les rendements.
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La différence notable entre les protocoles conduisant aux dimeres se
rencontre a D’étape de cyclisation. Contrairement a son homologue
substitué par un méthyle, la préparation du dérivé cyclopropylé exigea
une modification de la voie de synthése expérimentale. Toutes les BTD
insaturées en position 2,3 ont pour caractéristique d’étre trés peu solubles,
et donc un solide apparait dans 1’orthoformiate de triéthyle, traduisant
I’avancement de la réaction. Cette trés faible solubilité permet de purifier
la majorité des BTD a cette étape ; c’est une des forces du protocole
général. Or, dans ce cas-ci, un produit commence bien a se former, tel
qu’en atteste 1’apparition d’un solide. Mais lorsque ce solide commence a
s’accumuler, son aspect change et le profil CCM montre 1’apparition
d’une multitude de produits. Et lors de la tentative d’isolement du produit,
nous ne sommes pas parvenus a obtenir un solide, tout au plus un amas
visqueux traduisant la présence de multiples produits. Si cette étape ne
nécessite pas obligatoirement des réactifs purs, sa cinétique est améliorée
et son traitement facilité avec un réactif purifi¢ au préalable. La synthese
a ¢été réalisée plusieurs fois avec des lots différents d’orthoformiate de
tri¢thyle, et avec 1’aminobenzénesulfonamide (185) purifié sur colonne,
mais les mémes observations furent faites. Une autre hypotheése pour
expliquer ce phénomene repose sur la nature du réactif, proche de celle du
styréne. Lorsqu’il est chauffé a 130 °C, une polymérisation s’amorcerait
sur I’intermédiaire de réaction ou sur le produit qui commence a
précipiter. Pour vérifier cette hypothése, la réaction a ét¢ menée dans
I’orthoformiate de triméthyle, qui présente une réactivité similaire que
I’orthoformiate de triéthyle, mais qui posséde un point d’ébullition de
100 °C. De ce fait, la cyclisation devrait se produire, mais pas la
polymérisation. Il n’en fut rien et les mémes observations furent faites

dans ces conditions de plus basse température.
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Une des autres méthodes de cyclisation consiste a faire réagir a
température ambiante, ou en chauffant trés légerement (60 °C), un
aminobenzenesulfonamide avec le paraformaldéhyde pour obtenir la BTD
désirée [Pirotte et al., 1998]. Les rendements de cette méthode sont
fortement dépendants de la nature du substrat, et la séparation du produit
du paraformaldéhyde est malaisée. Lors de sa mise en ceuvre, aucun
produit secondaire n’apparut, mais il n’y eut tout simplement pas de
réaction. Lorsque le milieu fut légérement chauffé, les espéces se
dégradérent, donnant des résultats similaires a ceux obtenus

précédemment avec 1’orthoformiate de triéthyle (190).

i Paraformaldéhyde RT;
ii Orthoformiate de triéthyle 130°C;
ii" Orthoformiate de triméthyle 95°C

Figure 76. Blocage lors des réactions de cyclisation.

Supposant donc que c’est la double liaison qui pose probléme pour
cette étape, nous avons réalis¢ la métathése de Grubbs sur le composé
(185) et obtenu le composé dimérique correspondant (191). Suite a sa
précipitation dans le milieu réactionnel et par simple filtration, ici aussi
c’est I’isomere frans qui est obtenu comme décrit dans le paragraphe
3.3.1.1. Cet alcene est réduit par hydrogénation catalytique de maniére

analogue au composé (189) pour fournir le composé (192).
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L’étape suivante de cyclisation était critique, étant donné qu’elle ne
fut jamais faite sur un composé dimérique avec succes et qu’il n’était pas
possible de cycliser en présence de la double liaison. Un échec a ce stade
nous aurait forcé a repenser totalement la méthode de synthése, mais la
cyclisation fut un succes et a permis d’obtenir le composé (193). Pour la
derniere étape, vu la trés faible solubilit¢ du composé (193), le DMF fut
ajouté dans le milieu réactionnel pour le rendre homogene avant 1’ajout de
NaBH,. Cette dernieére opération permit d’isoler avec succes le dimere

(158).

0 0
\\S//
Lo O
Br\@': I Br\(;[NH " k@NH } " g O
% NH
/S/NHZ S,NH2 S\/NHZ ,S: 2
) N '/ \
(o) OO0 ()¢}

5\

OO0
177 179 185 191

l v
N N N

00 0.0
NS V NS V H2N’S O V
kN:©\/\<jN AU KN%N AN NH
A - A '/ /IS\:'N A O o
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158 193 192

i- Cyclopropylamine, pw, 75 % ; ii: KBF3CH=CH,, Pd(OAc),, KF, uw, 86 % ; iii: Hoveyda-Grubbs Il, CH,Cl,, 89 % ;
iv: Pd/C, 12 bars Hy, 90% ; v: orthoformiate de triéthyle, 130°C, 87 % ; vi: NaBH,, 2-propanol, 82 %

Figure 77. Protocole permettant la synthése du dimere (158).

3.3.1.3 Synthese des homologues supérieurs

Suite aux résultats obtenus avec les dimeres (157) et (158), il
semblait envisageable de réaliser la synthése d’homologues supérieurs,
dont le dimére (160). La synthése du dimere (160) serait basée sur les
protocoles ayant conduit aux dimeres (157) et (158). Selon les résultats du

docking, le dimere (161) n’était pas une des cibles prioritaires. Cependant,

3-114



disposant du synthon et des réactifs nécessaires a sa réalisation,
I’opportunité d’obtenir un dimére supplémentaire fut saisie.
QP Q0
"I T,
kl}l \@NW kN NW
S,NH A s\,NH

00 folke!
157 158
| | Y Y
SORAe® SORRC®
HN\I/S\\ //S‘\,NH HN\I/S‘\ /§:NH
do do do do
160 161

Figure 78. Dimeéres synthétisés et leurs homologues supérieurs.

L’obtention des réactifs porteurs du groupement allylique (195 R =
Me ; 196 R = cPr) s’est faite au départ des composés (178) et (179) par
couplage de Suzuki en utilisant le réactif (194). L’obtention de composés
liés par un lien contenant un nombre impair d’atomes, par métathese des
oléfines, ne peut se faire qu’en faisant réagir deux espéces différentes
(hétérométathese). Dans le cas présent, les composés (195) et (196)
réagissent respectivement avec les composés (184) et (185).
Contrairement aux homométathéses, comme celles utilisées pour obtenir
les composés (189) et (191), qui conduisent & un seul produit, les
hétérométathéses géncrent au minimum trois produits distincts. Ces
produits résultent soit des deux homométathéses (197 - 191) et (198 -
199), soit de la métatheése croisée (200 - 201). Ce dernier peut ensuite

suivre le protocole de synthese conduisant a la BTD (Figure 79).
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Figure 79. Obtention des diméres propylénes.

Le composé (184) fut utilisé pour la mise au point des différentes
étapes. Il permit la synthése des homodimeéres (197 - 191) pour permettre

I’identification du composé désiré lors de I’hétérométathese.
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Le composé caractérisé par un /inker éthyléne fut obtenu dans des
conditions analogues a celles utilisées pour le produit (192). L apparition
d’un solide en cours de réaction suggéra son bon avancement. Le solide

obtenu (197) peut étre isolé par filtration.

0.9
| s{
| NH a | O NH,
-~ HN

o NH2 = NH

R HaN !

0o 'S
184 197

a) Catalyseur Hoveyda-Grubbs II, CH,Cl,, Nj

Figure 80. Obtention du premier produit d’homométathése.

Pour le composé caractérisé par un linker butyléne (191), il fallut
d’abord réaliser le synthon porteur du groupement allylique (195). Cette
réalisation se fit de maniére analogue au protocole mis en place pour le
composé porteur du groupement vinylique (184). Au cours de la réaction,
un solide apparut, semblant indiquer son bon avancement. L’analyse
RMN du solide ainsi isolé révéla que celui-ci n’était pas le composé

(198), mais bien le composé (197) précédemment synthétisé.

) N 7

178 194 195 198

197
i) Dioxane, K,COj3, Pd(OAc),, pW i) Catalyseur Hoveyda-Grubbs Il, CH,Cly,, Ny

Figure 81. Dimérisation avec un réactif allylique.
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Le phénomene observé ici s’explique par une réaction parasite
rencontrée lors des métatheéses de Grubbs : la migration de I’oléfine. Ces
migrations n’apparaissent qu’avec un groupement allylique ou plus long
[Hong et al, 2005]. Si dans le cas présent, cette migration est
problématique, R. Grubbs rapportait leur existence en 1993 lors de
réactions sur des alcools allyliques [McGrath D.V. et al. 1993]. Ils
rapportent dans cet article que la réaction d’isomérisation permet de
régénérer un aldéhyde ou une cétone ; 1’éther ou alcool allylique présent
comme réactif sert donc de groupe protecteur a cette fonction. Si la
réaction existe, est caractérisée et peut avoir des fins appliquées, les
mécanismes qui expliquent le chemin de réaction étaient hypothétiques. A
I’heure actuelle, ces mécanismes restent flous, des simulations
informatiques semblent donner deux mod¢les cohérents pour expliquer les
réactions [Engel et al., 2017]. Le premier implique une coordination de
type m’ entre Iallyle et le ruthénium (figure 82 gauche). Cet état conduit
ensuite a I’internalisation de la liaison et donc a I’hybridation. L’autre
mécanisme implique I’intervention d’un hydrure. Un des hydrogénes
portés par un des groupements méthyles vient se coordonner au noyau de
ruthénium. Cet hydrure va ensuite successivement se fixer sur la double
liaison et la quitter pour donner I’alcéne interne (figure 82 droite). La
méthode utilisée pour atteindre ses mécanismes sort du cadre de ce

travail, nous n’expliciterons pas plus en détail cette dernicre.
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Figure 82. Mécanisme possible expliquant I’isomérisation (gauche :

mécanisme n3 droite : mécanisme hydrure) (adapté de [Engel et al.,
2017])

Sur base de données expérimentales, la proportion d’isomérisation
est dépendante du catalyseur et du substrat étudié. Il semblerait que dans
le cadre de ce travail, 1’utilisation du catalyseur Hoveyda-Grubbs II ait
tendance a favoriser la formation d’un alcéne interne [Liniger et al., 2017]
(figure 83). Dés lors, 1’obtention des composés dimériques (160) et (161)
ne semble pas étre envisageable au moyen de ces réactions.

L - O
/IS\:NHZ /IS\:NHZ

OO0 OO0
195 203

a) Hoveyda-Grubbs I, CH,Cly, Ny

Figure 83. Migration de I’alcéne.
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3.3.1.4 Synthése des monomeres

Pour comparer 1’activité¢ des dimeres et évaluer le gain obtenu par
dimérisation, il fallait réaliser la synthése des composés monomeres. Ces
composés sont soit non substitués sur le noyau aromatique (204 - 205)
pour représenter le monomere dans son état le plus simple, soit porteurs
d’un groupement méthyle en position 6 (206 - 207), pour mimer le début

de la chaine reliant les deux sous-unités dans une molécule dimére.

204 205 206 207

Figure 84. Monomeres constitutifs.

Les composés (204) et (205) ont été resynthétisés suivant des
conditions déja décrites, sans modifications [Francotte et al., 2007]

[Nerholm et al., 2013].

Les composés disposant d’'un groupement méthyle sur leur noyau
aromatique (206 - 207) furent synthétisés en suivant la méme stratégie de
synthése, mais en aménageant quelque peu les protocoles. La synthése du
composé¢ (206) se fit au départ de la m-toluidine. La cyclisation fut
réalisée selon la méthode de Girard, a I’isocyanate de chlorosulfonyle,
menant & deux isomeres distincts (209a et 209b). Le mélange de ces
isomeres est engagé dans la réaction d’hydrolyse acide. Aprés 6 h de
reflux, le composé (209a) est presque totalement converti en composé
(210), soluble dans le milieu acide, alors que le composé (209b) est resté
intact et insoluble. La séparation des isomeres s’opére par filtration ; le
composé (209b) est recueilli sur le filtre, et le composé (210) reste en

solution dans le filtrat et est isol¢ apres alcalisation du milieu.
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Le composé (210) suivit ensuite la méthode analogue a 1’obtention de

(204) pour obtenir la BTD (206).

do
[ 200 210 l“i
| | H
N A\ NW v
NH N N
5! 5! S
o) do d
206 212 211

i 1:CISO,NCO, CH3NOy; 2:AlClg; it Ho.SO,4 50%, reflux, 23 % depuis 208;
iii orthoformiate de triéthyle, 76 %, 130°C; iv: CHgl, K,CO3, CH3CN, 75 %; v: NaBH,, 2-propanol, 75 %

Figure 85. Synthése du composé (206).

La synthése du composé (207) se fit au départ de 1’aniline (213)

selon la méthode mise en place au LCP-ULiege.

F i F i - NH ii NW iv N
—_ NH —_— | NH —_ lN —_— NH
NH, s 2 A g2 % %

N A I\ N

(O)Ne} (elye} (O)ye} OO0
213 214 215 216 207

i 1) HOAc sat. SO,, HCI, NaNO,, CUCI, 2) NH4OH, 37 %; ii Cyclopropylamine, 1,4-dioxane, reflux, 35 %;
ii orthoformate de triéthyle, 130°C, 35 %; iv: NaBH,, 2-Propanol, 75 %

Figure 86. Synthése du composé (207).
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3.4 Pharmacologie

3.4.1 Historique et mise en place

Différentes techniques ont été¢ développées au cours du temps pour
I’évaluation des différentes classes de composés pharmacologiques.
L’¢étude des antagonistes se base sur des méthodes d’affinité, telles que le
déplacement de ligand radiomarqué [Monaghan et al., 1984], la single
cell RT-PCR [Bochet et al., 1994] [Jonas et al., 1994] [Geiger et al.,
1995], I’hybridation hystochimique in situ [Keinainen et al., 1990]
[Verdoorn et al., 1991] [Hollmann ef al., 1994] ou I’immunocytochimie
[Petralia et al., 1992]. L’évaluation des agonistes ou des modulateurs
allostériques utilise des approches similaires. Les techniques utilisées sont
soit basées sur des techniques d’¢lectrophysiologie, soit sur des

phénomeénes spectroscopiques.

Les techniques électrophysiologiques furent les premieres a étre
utilisées pour caractériser les récepteurs. L’ovocyte de xénope (Xenopus
laevis) fut le type cellulaire le plus souvent utilisé. Les ovocytes sont
transfectés avec de I’ARN messager poly(A") de cortex de rat, afin
d’exprimer les différents types de récepteurs glutamatergiques dont

I’étude est envisagée [Pirotte et al., 1998].

Les premiers rapports de transfection dans ce type de cellule
remontent au début des années septante [Gurdon et al, 1971]. Les
recherches menées durant les années qui suivirent suggéraient que
I’expression de protéines, puis de canaux ioniques [Barnard et al., 1982]
par I’ovocyte pourrait servir de modele in vitro pour des expériences
d’¢électrophysiologie. Ainsi, durant les décennies qui suivirent,

I’utilisation d’ovocytes permit d’¢lucider plusieurs questions, telles que
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I’impact de mutations dans les sites de coordination sur [’activité
d’agonistes, la cinétique d’assemblage post-traductionnel de canaux
plurisegmentés, ou I’étude des propriétés de canaux issus de cellules
diverses au sein d’un milieu de référence [Methfessel et al., 1986]
[Stuhmer ef al., 1987] [Snutch et al., 1988] [Krafte et al., 1989] [Stuhmer
et al., 1995]. Les mesures faites sur ovocytes sont basées sur le courant
qui résulte du flux d’ions au travers de la membrane de la cellule. Ces
variations de courant peuvent étre mesurées et étre corrélées a I’activité
d’un agoniste ou d’un modulateur allostérique positif. Trois électrodes
sont utilisées dans ces expériences. La premicre est 1’électrode de
référence ; elle se trouve dans le milieu extracellulaire et permet de fixer
les différents potentiels. Les deux autres €lectrodes sont en contact avec la
cellule ; une sert a injecter du courant dans la cellule pour compenser les
variations en lien avec 1’ouverture des canaux, 1’autre sert a mesurer ces

variations (figure 87).

Les différentes techniques employées permettent de corréler un
parametre observable (variation du potentiel membranaire, émission de
fluorescence...) avec la concentration du composé étudié. Les courbes
obtenues en portant les valeurs de ce paramétre en fonction de la
concentration donnent des sigmoides. Celles-ci permettent de comparer
divers composés selon certains paramétres. Un de ces parameétres
couramment utilisés pour ces comparaisons est ’ECsy (half maximal
effective concentration). L’ECsy est la concentration a laquelle un
composé présente 50 % de son activité maximale. Dans le cadre des
modulateurs allostériques positifs, d’autres valeurs d’EC sont aussi
couramment référencées, telles que I’ECox ou I’ECsx, représentant
respectivement la concentration a laquelle un modulateur allostérique

positif augmente 1’activit¢ de 1’agoniste d’un facteur deux ou cing.
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Les pentes des sigmoides permettent, sur base du coefficient de Hill, de
caractériser le nombre de molécules qui interagissent avec le récepteur.

Plus la pente est forte, plus il y a de molécules fixées.

— .
=
=

Figure 87. Patch sur ovocyte.

Avec Dl’affinement des techniques de patch-clamp, il s’est avéré
possible de réaliser des expériences d’électrophysiologie sur des tissus
cellulaires ex vivo, voire in vivo. Cette avancée permit de s’affranchir du
modele utilisant ’ovocyte de xénope. Cependant, la culture de neurones
est chronophage et souléve des questions éthiques, car elle implique le
sacrifice d’animaux [Rall ez al., 1985] [Blanton et al., 1989] [Coleman et
al., 1989] [Edwards et al., 1989] [Sakmann et al., 1989] [Gahwiler, et al.,
1990] [Sakmann et al., 1995].

Si les méthodes d’¢lectrophysiologie permettent d’avoir un grand
nombre d’informations fines, telles que ’action d’un composé sur la
désensibilisation ou la désactivation, elles sont peu compatibles pour le
screening a moyen ou haut rendement. Pour permettre le screening, ce
sont des méthodes spectroscopiques qui ont été développées. Ces
dernieres ne permettent généralement pas d’avoir des informations sur la
physiologie cellulaire, mais peuvent caractériser dans un temps limité une
proportion importante de molécules. Les deux techniques sont finalement

complémentaires, les molécules les plus intéressantes issues des criblages
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spectroscopiques  pouvant étre  caractérisées en  détail par

¢lectrophysiologie.

Enfin, d’autres types cellulaires peuvent étre utilisés, notamment les
cellules HEK293 (Human Embryonic Kidney 293). Des travaux ont
montré qu’il est possible de faire exprimer de maniére stable des
récepteurs AMPA (sous-unit¢ GluA3), et de déterminer, grice a une
sonde fluorimétrique sensible a la concentration en ions calciques (Fluo-
3), des valeurs d’ECsy pour divers modulateurs allostériques positifs,
comme le cyclothiazide (48) ou 'IDRA-21 (47) [Varney et al., 1998].
L’utilisation d’une lignée stable permet en outre une plus grande

reproductibilité entre les tests par rapport a 1’utilisation d’ovocytes.

3.4.2 Lignée stable

Le Laboratoire de Pharmacologie Moléculaire du Dr Hanson
dispose de I’expertise dans la mise au point de tests pharmacologiques de
screening sur GPCR. C’est sous sa supervision qu’une lignée stable et un
test de screeming moyen débit sur les récepteurs AMPA furent
développés. Le sous-type de récepteur choisi fut le GluA2,. Le choix de
ce récepteur est justifi¢ par sa prédominance dans le SNC et par son
utilisation dans les expériences de cocristallisation des BTD avec le LBD
réalisée par I’équipe du Pr Kastrup. L’utilisation de la méme sous-unité
pour le screening et la cristallographie permet 1’obtention de résultats
homogenes. Cependant, le récepteur GluA2, présente une imperméabilité
postédition aux ions Ca**, comme déja mentionné. Le test est basé sur une
augmentation de la concentration intracellulaire de ces derniers ; c’est
donc la forme non éditée GluA2,(Q) perméable au calcium qui a été
utilisée. Le plasmide adéquat a été fourni par le laboratoire du Pr Mulle.

La lignée fut réalisée sur des cellules HEK293.
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Dans I’attente de [D’obtention de la lignée stable, le test
fluorimétrique fut mis au point grace a des transfections transitoires. Les
conditions expérimentales sont basées sur les travaux du Dr Hanson ; ces
conditions furent optimisées pour les GPCR, mais ont pu étre adaptées

aux récepteurs canaux [Hanson et al., 2007].

3.4.3 Principe du test

O

@O O @

émission de
fluorescence

o Oe%

URécepteur GluA2,(Q) () Fluo-4-AM () Fluo-4 o L-glutamate

Figure 88. Schéma descriptif fonctionnement au niveau cellulaire du test

Le test est basé¢ sur une émission de fluorescence dont I’intensité
peut étre corrélée a Dactivité des récepteurs. La figure 88 décrit les
différentes étapes. Tout d’abord les cellules étudiées, ici les cellules
exprimant de maniére stable le récepteur GluA2,(Q), sont incubées en
présence de Fluo-4-AM (218). Ce produit est la forme acétoxyméthyl
ester de la sonde Fluo-4 (217).
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217: R=H, Fluo-4
218; R=CH,0CH,0COCHj, Fluo-4-AM

Figure 89. Sonde fluorimétrique.

Sous la forme d’ester, la molécule peut traverser la membrane et
pénétrer dans le cytosol (1). Une fois dans le cytosol une estérase non
spécifique vient cliver les fonctions esters pour générer la forme active
Fluo-4 dans la cellule (2). Le Fluo-4 ainsi régénéré, et porteur de
fonctions acides carboxyliques libres, ne peut plus diffuser au travers des
membranes. La sonde Fluo-4 s’accumule ainsi dans le milieu
intracellulaire. Les cellules sont ensuite stimulées a 1’aide de L-glutamate
(3). L’action du L-glutamate sur les récepteurs conduit a 1’ouverture des
canaux et a ’entrée d’ions calciques dans la cellule selon leur gradient de
concentration. Les ions calciques sont chélatés par les fonctions
carboxyliques de la sonde Fluo-4. Cette complexation va avoir pour effet
de rendre la molécule fluorescente. La lumicre émise peut alors étre
mesurée (4). L’intensité de cette fluorescence est proportionnel a la
concentration en ion calcique et donc proportionnelle a 1’activité des
canaux. L’activité de ces derniers étant en lien direct avec les molécules
qui les activent (agonistes) ou de molécules qui augmentent 1’activité des
agonistes (modulateurs allostériques positifs) il est possible de relier

’activité des composés a I’intensité de fluorescence mesurée.
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3.4.4 Mise au point du test

Lors des premiéres stimulations avec du L-glutamate, aucun signal

ne fut enregistré. Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer cette

absence de signal.

1.

L’absence de signal pourrait étre expliquée par un probléme en lien
avec le Fluo-4 (pas d’entrée dans la cellule, lot défectueux, I’ester
n’est pas hydrolysé...) (figure 90, droites bleue et verte). Pour
vérifier cette hypothese, les cellules qui ne présentaient pas de signal
ont été lysées par 1’action d’un surfactant. Une augmentation de
fluorescence fut observée, traduisant la présence dans la cellule de

Fluo-4 (figure 90, courbes rouges).

HEK293.GluA1 cells + fluo-4

WT + Vehicle
Vehicle

+  WT + Triton 1%
Triton 1%
Glu 10pM
Glu 100uM
Glu 1mM

154

Time (s)

Figure 90. Intensité de fluorescence en fonction du temps sur des cellules
HEK transfectées et non transfectées (WT).
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2. Une autre hypothése pourrait étre que la transfection des cellules
n’internalise pas I’ADN lors de la transfection, ou qu’elles ne
produisent pas le récepteur. Pour la vérifier, une expérience de
western blot fut réalisée. La figure 91 est le résultat de cette
expérience. Les signaux présents dans les différents cas traduisent la
bonne expression de la protéine par la cellule. Deux types de
récepteurs ont été utilisés lors des mises au point, GluAl et
GluA2,(Q). GIuATl a été utilisé comme controle positif pour disposer
d’une protéine de masse semblable a celle de GluA2,(Q). L’intensité
des bandes varie selon la méthode de transfection utilisée et selon la
nature de 1’antigene utilisé. La méthode utilisant du phosphate de
calcium est moins intense, car moins efficace que celle utilisant
I’ Xtreme gene. De méme, I’intensité entre GluA1 et GluA2,(Q) varie,

car I’antigene utilisé est différent.

HA-GIuA1 Myc-GluA2
¥
Xtreme Calcium Xtreme Calcium
IS S S S

Figure 91. Western blot des récepteurs GluA1-2.
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3. La protéine était produite par la cellule, comme nous 1’avons vérifié
par western blot ; cependant, il était possible que le récepteur ne soit
pas correctement adressé a la membrane. Par immunofluorescence, il
fut montré que les récepteurs étaient bien localisés a la membrane

(figure 92).

Figure 92. Immunofluorescence de la lignée GluA2. Bleu : DAPI agent intercalant
fluorescent ; rouge : HA anticorps récepteur.

Finalement, la prise de mesure d’¢lectrophysiologie dans le
laboratoire du professeur V. Seutin permit de montrer la présence de

canaux AMPA fonctionnels sur la membrane des cellules HEK (figure
93).

HEK293.GluAl + glutamate 1mM

Wash HEK293 + glutamate 1mM

—

|1oo pA

200 pA

2s

Figure 93.  Test patch-clamp. Gauche : cellule exprimant GluA1 stimulée
au glutamate, réponse de I’ordre de 100 pA. Droite : cellule HEK non
transfectée, pas de réponse.
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Les courants enregistrés sont de l’ordre de grandeur de ceux
rapportés par dans la littérature [Varney et al., 1998]. La figure 94 est
issue de I’étude qui servit de modele pour le développement du test
[Varney et al., 1998]. Cette figure montre qu’ils n’observent pas de
fluorescence lorsque le L-glutamate est appliqué seul sur les cellules
HEK, mais qu’une émission de fluorescence est visible en présence d’un

modulateur (CTZ pour cyclothyazide (51)).

750

=)
£ 5004 100 pM CTZ
:-'—_n
33
o, 250 10 uM CTZ
ol 0pM CTZ

40 0 10 20 30 4o 50 60
Time (s)

Figure 94. Courbes obtenues par Varney et al. lors de I’ajout de glutamate
sur leur lignée stable GluA3 en présence de concentrations croissantes
de CTZ (adapté de [Varney et al., 1998]).

La molécule (64) fut retenue comme modulateur allostérique positif
de référence pour la mise au point du test. Ses propriétés physico-
chimiques ont déja été caractérisées, elle n’a montré aucun signe de
toxicité, et elle dispose d’une ECs sous le micromolaire [Nerholm et al.,
2013]. La lignée GluA2,(Q) fut stimulée avec du glutamate en présence
de diverses concentrations de (64) selon le protocole expérimental
suivant : les cellules exprimant le récepteur sont décrochées, lavées avec
du PBS (phosphate buffer solution) resuspendues et incubées dans du
PBS durant une heure avec le Fluo-4-AM a 37 °C. Elles sont ensuite
rincées par trois fois avec du HBSS (Hank’s alanced salt solution) qui

contient des ions calciques, et ensemencée en plaque 96 puits.
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Dans les puits, se trouvent soit 1 pL de DMSO, soit les diverses

concentrations de (64) dans 1 pL. de DMSO.

Courbe cinétique
Composé (64) sur GIuA2,

Glu
-== 100nM

300nM
= 1uM
—— 3uM

w

UAF

T T 1
0 100 200 300
Temps (s)

Figure 95. Ajout de glutamate sur des concentrations croissantes de (64).

Comme présenté sur la figure 95, en absence de modulateur ainsi
qu’a la concentration la plus faible, il n’y a pas de signal visible, mais dés
qu’il y a une plus forte concentration de modulateur, la fluorescence
augmente. Cependant, les courbes ne présentaient pas toutes un méme
niveau de base de fluorescence. Cette variation était due au protocole ; en
effet, les cellules étaient incubées avec la sonde dans un milieu sans
calcium, puis lavées de I’excés de Fluo-4-AM et mises en contact avec
une solution contenant le calcium. Sur le temps de la prise de mesures, le
calcium diffusait du milieu extérieur vers le cytosol et un nouvel équilibre
s’installait, modifiant la concentration intracellulaire des ions calciques.
Les variations des niveaux de base reflétaient la mise en place de ce
nouvel équilibre. L’incubation des cellules dans le HBSS contenant les
ions calciques permit de pallier ce probléme. Avec ce nouveau protocole,
la dispersion sur les niveaux de base se fait sur 0,2 UAF (unité arbitraire

de fluorescence) au lieu de 1 UAF.
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Début des courbes cinétiques
du composé (64) sur GIuA2(Q),,

1.8+

e glu1mM
30nM
167 1 I : 100nM
w A L g 300nM
g 1.4 1uM
g & 3uM
1.2 L] + 10uM
4+ 30uM
1.0 T T T
Q N Vv >
Temps (s)

Figure 96. Fluorescence mesurée au début des courbes cinétiques avec le
nouveau protocole.

3.4.5 Courbe concentration/réponse du composé de

référence

Aprées avoir mis au point le test, une courbe concentration/réponse
fut réalisée pour la molécule (64). Cette courbe donna acces a une valeur
d’ECso de 0,81 puM, qui est trés proche de la valeur de 0,9 uM de la
littérature [Norholm et al., 2013].

3-133



Courbes d'activité du composé (64)
sur la lignée GIuA2(Q), et cellules HEK
4-

3 o - Lignée GIuA2(Q),
° & HEK

AUC relative
N

0 T T T T T T T T T 1

o

92 oY 3”2 a®a% ©° & 57 &° »° »O
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Figure 97. Courbe concentration/réponse du composé (64).

Ce nouveau test a ensuite été validé sur 18 molécules, 3 composés

de référence et 15 nouvelles molécules a tester.

3.4.6 Evaluation de la famille des benzothiadiazines

substituées par un groupement phénoxy en

position 7

La structure générale des composés de la famille des BTD
substitués par un groupement phénoxy en position 7 est représentée sur la
figure 98 (molécule 220). Les molécules 63, 219, 64 et 60 sont des
molécules du LCP-ULiege dont les propriétés ont déja été publiées ; elles
ont servi de contrdles positifs pour la validation du test sur une gamme

« étendue » de valeurs d’ECsy.

3-134



Figure 98. Molécules testées.

. , a °ECs “Coefficient
Molécule Ry R pECso (M) deHill
63 - - 4,690 £0,013(3) | 204 3,0£0,2(3)
219 - - 4,728 £ 0,012 (3) 18,7 3,0+£0,1(3)
64 - - 6,090 + 0,004 (3) | 0,81 3,5+0,1 (3)
60 - - 4,296 + 0,008 (3) 50,6 3,0+0,1(3)
220a CH, H 5118+0,019(3) | 7.62 1,4+0,1 (3)
220b CH; 0-CHj <5(3) >10,0 n. d.
220c¢ CH; m-CHj; 6,408 £ 0,015 (3) 0,39 2,3+0,2(3)
220d CH, p-CH; | 6,020+£0,013(3) | 0,95 2,1+0,1(3)
220e CH; 0-OCH; <5(3) >10,0 n. d.
220f CH; m-OCHj; 6,431 £ 0,030 (3) 0,37 2,3+0,4(3)
220g CH; p-OCH; | 5229+0,035(3) | 5,90 1,7+0,2(3)
220h CH(CH,), H 6,147 0,033 (3) | 0,71 1,3+0,1 (3)
220i CH(CH,), 0-CHj; 4,807 + 0,022 (3) 15,6 1,7£0,1 (3)
220j CH(CH,), m-CHj; 7,336 £ 0,027 (3) 0,05 1,1 £0,1(3)
220k CH(CH,), | p-CHs 5,496 +0,021 (3) | 3,19 1,9+ 0,2 (3)
2201 CH(CHa;), 0-OCHj; 4,807 + 0,018 (3) 15,60 2,3+0,2(3)
220m CH(CH,), | m-OCH; | 8,700+ 0,049 (6) | 0,002 1,4+ 0,2 (6)
220n CH(CH,), | p-OCH; | 5,740+0,023(3) | 1,82 1,5+0,1 (3)
2200 CH(CH,), m-CN 6,343 +0,018 (3) | 0,45 1,7+0,1 (3)
Tableau 2 : Tableau récapitulatif de I’évaluation pharmacologique. a pECs

= logarithme négatif de la concentration en AMPApam correspondant a 50
% de I’effet maximal (moyenne + SEM (n)). b Concentration moyenne
responsable de 50 % de I’effet maximal possible, en uM. ¢ Valeur moyenne
+ SEM (n).
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3.4.6.1 Validation du test

Les molécules (219) et (60) présentent respectivement des valeurs
d’ECso de 8,3 uM [Larsen et al., 2016] et 96 uM [Pirotte et al., 1998] par
la méthode FlipR. Elles ont ici respectivement des valeurs d’ECsy de
18,7 uM et 50,6 uM. La molécule (63) n’a pas de valeur d’ECsy dans la
littérature, mais une valeur d’EC,, est référencée. Le nouveau test ne
permettant pas de mesurer 1’activité du glutamate seul, il est impossible
de fournir une valeur d’EC,. Cependant, I’ECy4 est une valeur qui est
généralement inférieure a I’ECsy ; ainsi, avec une valeur dans la littérature
de 18,8 uM pour I’ECy [Francotte et al., 2010] et une valeur avec le
nouveau test de 20,4 uM pour I’ECs, il semble correct de dire que ces
valeurs sont dans le méme ordre de grandeur. Ces comparaisons entre les
valeurs référencées et les nouvelles valeurs semblent permettre de valider

le test pharmacologique.

3.4.6.2 Relations structure/activité

La premicre observation qu’il est possible de faire est que les
composés porteurs d’un groupement cyclopropyle s’averent plus actifs
que ceux porteurs d’un groupement méthyle. Cette observation est en
accord avec des résultats précédemment rapportés (comparant 220a vs

220h, 220c¢ vs 220j or 220f vs 220m) [Nerholm et al., 2014].

Deuxi¢mement, la nature du substituant R’, méthyle ou méthoxy, ne
semble avoir qu’un impact limité sur P’activité des composés porteurs
d’un substituant R4 méthyle (220b,c,d vs 220e,f,g et 220i,k vs 220L,n). En
revanche, [Dactivit¢é des composés porteur d’un substituant Ry
cyclopropyle est améliorée par la présence du groupement R’ méthoxy

par rapport a un groupement méthyle (220m (2 nM) et 220j (46 nM)).
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Troisiémement, la position du groupement R’, méthyle ou méthoxy,
sur le noyau phénoxy a un impact sur I’activité des composés. Au regard
de différentes activités, une tendance semble se construire. Ainsi, les
composés présentant un substituant sur la position méta ont une meilleure
activité, suivis de ceux ne présentant pas de substituant, puis ceux
substitués en para et enfin ceux en ortho. Cette tendance se vérifie pour
tous les composés, sauf dans un cas (220a vs 220d) ou le composé
porteur d’un substituant en para (220d) posseéde une meilleure activité
que celui qui n’en posséde pas (220a). Ces tendances se vérifient pour le
composé (220m), donnant une molécule particulierement active comme
modulateur allostérique positif des récepteurs AMPA, avec une valeur

d’ECso de 2 nM.

Ces résultats semblent indiquer que la présence d’un groupement
¢lectrodonneur en position méta sur le groupement phénoxy permet
I’obtention de composés particulierement actifs. Dans ces conditions, il a
été¢ intéressant d’évaluer D’activit¢é d’un composé possédant un
groupement électroattracteur sur cette position. Le composé (2200) se
montre moins actif que ses analogues (220m et 220j) et présente une

activité semblable au composé non substitu¢ (220h).

3.4.6.3 Coefficient de Hill

Le coefficient de Hill, qui peut étre associ¢ a la pente de la
sigmoide, est le parametre pharmacologique qui peut permettre le
dénombrement des sites d’interaction présents sur une protéine pour une
molécule [Weiss ef al., 1997]. La partie gauche de la figure 99 montre les
courbes obtenues pour les molécules (220d) et (64). La pente de la courbe
relative a la molécule (64) est plus abrupte que celle de la molécule

(220d). Cette comparaison laisse donc a penser que ces molécules
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interagissent avec un nombre différent de sites sur la protéine. De
plus, les valeurs des coefficients de Hill des composés de la famille
portant un groupement 7-phénoxy sont comprises entre 1 et 2, tandis que
pour les molécules de référence (60, 63, 64 et 219), cette valeur est
supérieure a 3. La partie droite de la figure 98 montre la distribution
moyenne des coefficients de Hill pour les composés porteurs d’un
groupement 7-phénoxy (boite bleue) et pour les composés de référence
(boite rouge). Il semblerait qu’il y ait des méthodes d’interaction
différentes entre les deux familles, et que cette différence soit en lien avec
la structure des composés. Les composés de référence interagissent avec
une stoechiométrie de quatre molécules par récepteur, comme montré pour
(60, 63 ou 64) [Francotte et al., 2014]. Les composés porteurs d’un
groupement 7-phénoxy (220) interagiraient avec une steechiométrie de
deux molécules par récepteur. Cette hypothése a été validée par des
techniques complémentaires (SAXS, cristallographie et RMN) [Goffin et
al., 2018].

Comparaison des pentes des courbes d'activité

des produits (220d) et (64) 4
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Figure 99. Comparaison des pentes et distribution des coefficients de Hill
selon les familles.
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3.4.6.4 Cocristallisation

La cocristallisation de la molécule (220m) avec le LBD d’une unité
GluA2 révele que les molécules possédant un groupement 7-phénoxy
occupent deux sous-sites de fixation dans la poche allostérique. Le noyau
BTD adopte une configuration semblable a celle prise par la molécule
(64) (figure 100) et son noyau 7-phénoxy dans la poche C’. Ce mode de
fixation ne laisse de la place que pour une seule molécule par poche
d’allostérie, et donc a deux molécules par récepteur, comme 1’avaient
suggéré les observations issues des comparaisons des coefficients de Hill.
Les données cristallographiques montrent que deux molécules (220m) se
superposent. Cette superposition vient de fait qu’il n’est possible
d’accueillir qu’une seule molécule a la fois dans la poche, mais qu’elle
posséde deux manicres d’interagir avec la poche selon le site (C ou C’) ou
se fixe son noyau BTD.

Y445
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Figure 100. Cocristallisation de (220m).
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La représentation issue des données cristallographiques du composé
(220m) apporte cependant une information capitale. La manicre dont cette
molécule se comporte ressemble treés fortement a Iattitude attendue pour
les dimeéres. En effet, I’occupation concomitante des deux sites C et C’
par une molécule en passant par le site A est exactement ce que prédit le

docking pour les dimeres.

3.4.6.5 Patch-clamp

Lorsque ce travail n’était qu’a 1’état de projet, il avait été convenu
avec I’Institut Interdisciplinaire de Neurosciences (U-Bordeaux) qu’un
sé¢jour serait effectué au sein de ce laboratoire pour y faire de
I’¢lectrophysiologie sur les meilleures molécules et observer leur méthode
d’action. L’agenda étant fixe et les contraintes de synthése n’ayant pas
permis la réalisation des diméres, 1’évaluation de ces molécules phares ne
pourraient s’y faire. Cependant, deux autres problématiques pourraient y

étre étudiées.

Premic¢rement, la caractérisation de molécules de la famille des
composés porteurs d’un groupement 7-phénoxy en électrophysiologie.
Les résultats fluorimétriques n’étaient que fragmentaires lors du départ
pour Bordeaux, mais le (220m) faisait partie des molécules qui furent
emportées a Bordeaux. Il semblait intéressant de voir si I’occupation des
deux sites de manicére concomitante par une seule molécule avait des
répercussions sur la dynamique du récepteur. Ces observations seraient

transposables aux molécules dimeres, a défaut d’avoir pu les y tester.

Deuxi¢mement, les travaux réalisés par le Dr Anja Probst Larsen
(Université de Copenhague, laboratoire de recherche biostructurale, Pr
Kastrup) avaient permis de mettre en évidence I’activité d’un composé du

LCP-ULi¢ge en tant que modulateur allostérique positif des récepteurs
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KA [Larsen et al., 2017]. Elle a réalis¢ 1’étude de 1’activité du composé
(64) sur les différentes sous-unités KA ainsi que GluA1, mais elle n’a pas
pu I’évaluer sur les autres sous-unités GluA. Ce séjour serait I’occasion
d’avoir une évaluation de son activité sur l’entiéreté des récepteurs

glutamatergiques non-NMDA.

3.4.6.6 Techniques de patch-clamp

Différentes techniques de patch-clamp peuvent étre utilisées. Toutes
les techniques commencent par un patch dit « cell-attached » ou « on
cell ». Ce patch s’obtient en approchant une pipette de mesure de la
cellule étudiée et en restant a son contact. Cette technique est
particulicrement adaptée pour I’étude de canaux ioniques activés de
maniére intracellulaire [Sauvé, 1987]. Au départ de la configuration cell-
attached, deux configurations peuvent étre rencontrées, soit en soulevant
la pipette, soit en appliquant une succion. En soulevant la pipette, c’est la
configuration « inside out» qui est rencontrée. Lors du retrait de la
pipette, une fraction de la membrane reste collée a cette derniére et est
arrachée de la cellule. Ce fragment de cellule localisé au niveau de la
pointe présente sa surface cytosolique en contact avec le milieu
extracellulaire. Cette configuration permet 1’é¢tude de I’activation de
canaux ionotropiques par des agents intracellulaires. L’autre configuration
possible s’obtient en exer¢ant une succion sur la membrane de maniére a
la rompre et a lier la pointe a la cellule ; la pointe et la cellule ne sont
alors plus qu’une seule entité. Cette configuration s’appelle « whole
cell ». Ces conditions permettent une étude de phénomenes impliquant
toute la cellule, et sont bien adaptées a 1’évaluation pharmacologique de
composés actifs. C’est cette méthode qui fut utilisée pour la
caractérisation du composé (6°). Enfin, si la pipette est soulevée alors que
la configuration est whole cell, une partie de la membrane se retrouve sur
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le bout de la pipette en présentant la partie externe vers le mieux
extérieur. Cette configuration peut étre utilisée pour la caractérisation
pharmacologique de composés comme le whole cell. Elle présente
cependant un moins bon rapport signal sur bruit, car moins de canaux sont

impliqués.

INSIDE-OUT OUTSIDE-OUT

Figure 101. Différentes méthodes de path-clamp (adapté de [Sauvé, 1987]).

Lors de la réalisation d’un patch en whole cell, une cellule
exprimant le récepteur d’intérét est mise en contact avec une pointe de
verre remplie d’une solution conductrice et reliée a 1’électrode de mesure,
puis une succion est appliquée pour les lier. La cellule, fusionnée a la
pipette, est alors détachée de son support et placée devant 1’ouverture
d’un tube théta, ou d’une extrémité sort la méme solution que le milieu
extracellulaire, et de 1’autre sort la solution a tester. Le tube théta est relié
a un bras piézoélectrique permettant de fait passer la cellule d’un flux a
un autre. Grace a ce bras piézoélectrique, des applications proches des
conditions physiologiques, de I’ordre de la milliseconde, peuvent étre
enregistrées. Lors de ’application courte (1 ms) de L-glutamate, c’est le

phénoméne de désactivation du récepteur qui est étudié, et lors d’une
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application plus longue (800 ms), ce sont les phénomenes de

désensibilisation qui sont observés.

Cellule
patchée

Pipette
avec solution intracellulaire

Figure 102. Représentation d’une cellule patchée a I’interface des flux
générés par un tube théta.

3.4.6.7 Evaluation des composés présentant un

groupement 7-phénoxy

L’évaluation du composé (220m) ne fut pas possible par la méthode
de patch-clamp. Ce composé présenta une forte affinité pour les sites non
spécifiques du plastique des tuyaux du circuit. Il s’adsorbait aux parois
des tuyaux et était ensuite relargué dans le milieu. Il était par la suite
impossible de revenir & un niveau contrdle par des lavages. Les mesures

prises montraient continuellement les traces de ce composé.
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3.4.6.8 Evaluation du composé (64) sur les

récepteurs AMPA

Comme démontré par le Dr Larsen, le composé (64) est actif sur les
récepteurs KA. Cependant, son ECsy évaluée sur KA2 est de 79 uM
[Larsen et al., 2017]. Il est donc moins actif que sur AMPA, ou son ECs
est de 0,81 uM sur GluA2,. Il y a donc un facteur 100 entre les deux
familles de récepteurs. La comparaison des ECsy sur les différents
récepteurs n’a pas pu se faire, car la réalisation de courbes
concentration/réponse est extrémement chronophage ; le Dr Larsen n’a
réalisé que la courbe pour le récepteur KA2. Cependant, elle a aussi
évalué ’activité de ce composé a une concentration de 100 uM, en théorie
dans le plateau d’activité. Cette valeur fut aussi utilisée pour les
récepteurs AMPA. Au vu des résultats fluorimétriques, cette valeur se
situe dans le plateau d’activité. Les parametres pharmacologiques évalués
sur les différents types de récepteurs pour le composé (64) sont la

désactivation et la désensibilisation.

La figure 103 montre I’intensité du pic de courant normalisé pour
une application courte (1 ms) ou une application longue (800 ms) de
L-glutamate en présence du composé (64). Les résultats obtenus aprés une
stimulation longue ou courte sont sensiblement similaires. Les récepteurs
KA2 et KA3 sont plus impactés par la présence du composé (64) que les
autres. Le récepteur KA3 est celui dont I’activité est la plus augmentée.
Dans les deux cas, les résultats sont statistiquement significatifs entre les
trois récepteurs KA comme avancé dans la publication du Dr Larsen. Les
résultats sur les différents récepteurs AMPA sont statistiquement

significatifs par rapport a KA2 et KA3, mais pas a KA.
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Application de L-Glu (1mM) Application de L-Glu (1mM)
durant 800 ms durant 1 ms
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Figure 103. Impact du composé (64) sur les différents récepteurs non-
NMDA test ANOVA : **** < (,0001, * p <0,05, ns p>0,05.

La figure 104 présente les mémes données se focalisant sur les
résultats obtenus avec les récepteurs AMPA. Ces résultats, tant pour la
désactivation que pour la désensibilisation, montrent que les valeurs ne
sont pas statistiquement distinctes (ANOVA, ns p > 0,05). Ainsi,
I’activité du composé (64) avec une concentration de 100 pM est la méme

sur les sous-types de récepteurs AMPA.

Application de L-Glu (1mM) Application de L-Glu (1mM)
durant 1 ms durant 800 ms
ns
[ GluA1b (n=4) [ GluA1b (n=4)
GluA2i (n=8) GluA2i (n=8)
GIuA3i (n=7) GIuA3i (n=7)
GluAdi (n=8) EE GluA4i (n=8)

Intensité du courant
normalisée (%)
Intensité du courant
normalisée (%)

& F S
o4 &

o & &

Composé (64) (100 uM) Composé (64) (100 pM)

Figure 104. Zoom sur les récepteurs AMPA.

En conclusion, le composé (64) agit tant sur la désactivation que sur
la désensibilisation des récepteurs AMPA et KA. Son action est plus
marquée sur les récepteurs KA que sur les récepteurs AMPA. L’action sur
la désactivation des récepteurs KA2 et KA3 est plus marquée que sur les
autres types de récepteurs. L’action sur la désensibilisation est plus

marquée sur le récepteur KA3. Pour les récepteurs AMPA, rien ne permet
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de conclure que I’action du composé (64) a cette concentration est

différente selon le sous-type.

3.4.7 Evaluation des molécules diméres

Les deux composés diméres ont été évalués conjointement avec
leurs composés monomeres correspondants (figure 105). Leur
caractérisation pharmacologique suit le méme protocole que celui
employé pour les composés porteurs d’un groupement 7-phénoxy selon la

méthode fluorimétrique [Goffin et al., 2018].
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Figure 105. Dimeres évalués et leurs monomeres constitutifs.
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Composés [moyemrl)e]:E d(:: 5so.e.m. (n)] ECx’ (kM) [n?o(;e:ftf;ej tsie.nlj.ll(i)]
204 3,75+ 0,02 (3) 176,3 2,8+0,4(3)
206 3,39+ 0,02 (3) 403,3 2,8+0,4(3)
157 7,87 0,04 (3) 0,0134 1,2+0,1 (3)
205 5,04 £ 0,02 (3) 9,06 2,2+0,2(3)
207 431+0,03 (3) 48,2 22403 (3)
158 8,90+ 0,05 (3) 0,0014 1,7+ 0,2 (3)
64 6,090 = 0,004 (3)° 0,81 3,5+0,1 3)*
220m 8,70 + 0,05 (6)° 0,002¢ 1,4+0.2 (6)°
Tableau 3 : Résultats chiffrés de 1’évaluation des dimeres ((a) Valeur

moyenne du — log (ECsp) mesuré n fois (b) ECs : concentration en
modulateur responsable de 50% de ’activité maximale (c¢) Coéfficient de
Hill donné comme une moyenne (mesuré n fois) (d) Résultats issus de
[Goffin et al. 2017]) [Drapier et al., 2018].

100 +
157
158
205
207
204
206

teeee

Intensite de fluorescence
(AUC, % Ctrl+ (64))
N
(=]

(=]
1

T L] L] T L] T
-11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
Log [AMPApam] (M)

Figure 106. Résultats de I’évaluation des dimeres [Drapier et al., 2018].

Les molécules, dimeres ou monomeres, possédant un groupement
cyclopropyle en position 4, présentent une activité supérieure d’un facteur
10 a leur correspondant possédant un substituant méthyle (204 vs 205,
206 vs 207 et 157 vs 158). La présence du groupement méthyle en

position 6 a pour effet de diminuer DPactivit¢é des composés, et ce
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indépendamment de la nature du groupement en position 4 (204 vs 206 et
205 vs 207). Enfin, I’observation capitale réside dans le gain obtenu par
les composés diméres vis-a-vis de leurs monomeres constitutifs allant
jusqu’a un gain de 10 000, soit 4 log d’activité (157 vs 204 et 158 vs
205). Cet énorme gain permet au composé (158) d’étre le modulateur

allostérique positif disposant de la plus faible valeur d’ECs de 1,4 nM.

Etant donné que les composés substitués en position 6 (206 - 207)
présentent une perte d’activité par rapport aux composés non substitués
(204 - 205), la totalité du gain enregistré pour les composés dimériques
provient de 1’occupation du desing sous forme de dimeére. De plus, les
résultats obtenus ici sont dans la gamme supérieure de I’estimation
théorique donnée par [Murray et al., 2002] qui donnait un écart de valeurs

de ECs de 3 log en moyenne.

Au regard des coefficients de Hill, des conclusions similaires que
pour la série 7-phénoxy peuvent aussi étre tirées. Les composés dimeres
(157 et 158) présentent des coefficients de Hill de I’ordre de 1’unité,
traduisant, tout comme les composés substitués par un groupement 7-
phénoxy, une méthode de fixation différente des autres BTD
précédemment caractérisées. Cependant, cette méthode doit étre similaire
a celle des molécules de la famille des composés porteurs d’un
groupement 7-phénoxy. Ainsi, I’hypothése postulant que la forte activité,
présentée par les composés porteurs d’un groupement 7-phénoxy, était
due a I’occupation simultanée de deux sous-sites de fixation par une seule
molécule semble étre corroborée par les observations faites sur les
molécules diméres. Ces derni¢res présentant une trés forte activité en
occupant les deux sous-sites de fixation simultanément. Ces dernicres
présentent une trés forte activité en occupant les deux sous-sites de

fixation simultanément. Le coefficient de Hill des composés (205) et
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(207) est relativement plus faible que les autres composés monomeres
déja évalués. Nous n’avons pas d’explications pour cette observation,
nous ne pouvons que supposer que ces composés monomeériques
présentent un mode d’interaction avec le récepteur qui leur est propre.
Cette  observation mériterait des investigations futures en

¢électrophysiologie pour étudier en profondeur cette particularité.

Nous n’avons malheureusement pas eu I’occasion d’évaluer les
molécules dimeéres via une méthode é€lectrophysiologique ; nous n’avons
donc aucune preuve sur leur méthode d’action. Etant donné que les autres
BTD agissent tant sur la désactivation que sur la désensibilisation, nous
pouvons supposer qu’elles agissent de méme. Il y aurait peut-étre méme
une sorte « d’effet agrafe » de la molécule sur le canal, la présence du
dimére a I’interface des sous-unités conduisant a un blocage du canal dans

une position ouverte et ou la désensibilisation lui est rendue difficile.

3.4.7.1 Cocristallisation

Les diméres (157) et (158) furent cocristallisés comme d’autres
BTD avec le LBD d’une sous-unit¢ GluA2. Les résultats obtenus par
diffraction des rayons X du cristal montrent clairement que les deux
parties BTD se logent dans les sites C et C’ et que le pont éthyléne les

reliant passe au travers du site A (figure 107).
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Figure 107. Structure des dimeres (157) (b) et (158) (a) au sein du LBD
d’une sous-unité GluA2 (adapté de [Laulumaa et al., 2018]).
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Figure 108. Comparaison des méthodes d’interaction entre le dimere (157)
(magenta) et le composé (64) (beige) (gauche) [Drapier et al., 2018] et
des dimeres (157) (vert) et (158) (mauve) (droite) (adapté de [Laulumaa

et al.,2018]).

Ces données cristallographiques montrent que les deux dimeres se
coordonnent comme prévu par le design initial. La figure 108 (gauche)

montre la superposition de deux molécules (64) et des deux parties BTD
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du dimere (157) au sein de la poche. Le dimeére s’articulant de manicre
analogue a deux molécules monomeéres, ceci valide le design et les

hypotheses de travail.

En reprenant les prédictions données par 1’étude de docking, il
semble possible de dire que le modele utilisé est vérifié par les données
expérimentales (tableau 1). Cependant, celui-ci avait prédit que les
diméres (157) et (158) auraient sensiblement les mémes énergies de
liaison (tableau 1 : -54,83 et -55,68 kcal/mol), et par conséquent des
activités similaires. Il semblerait que le mod¢le avait sous-estimé I’impact
du groupement cyclopropyle en position 4. De fait, la figure 108 (droite)
montre une distance plus faible entre les résidus d’une petite poche
hydrophobe et le dimere (158). Cette distance plus faible semble
s’expliquer par des interactions plus importantes entre la protéine et le
dimére porteur du groupement cyclopropyle. Ces données devraient
permettre d’affiner le modeéle mathématique, afin d’obtenir des
estimations au plus proche de la réalité expérimentale pour de futures

molécules potentielles.

3.4.8 Un détour par le kainate

Les récepteurs kainate sont structurellement proches des récepteurs
AMPA, mais les connaissances sur ces derniers sont moins développées.
Plusieurs projets du LCP menés par des mémorants et postdoctorants
visent a la réalisation de modulateurs allostériques positifs sélectifs des
récepteurs KA. Disposant d’un premier lot de molécules synthétisées dans
ce but, il fallait ici aussi la mise en place d’un test pharmacologique
permettant d’évaluer leur activité. Ce nouveau test sur les récepteurs
kainate, couplé au test sur les récepteurs AMPA, permettra de plus de

déterminer la sélectivité des molécules vis-a-vis des différents canaux.
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Le test sur les récepteurs kainate est analogue a celui précédemment
mis en place pour les récepteurs AMPA. La premiére étape fut la
réalisation d’une lignée stable de cellule HEK293 exprimant le récepteur
KA2. De maniére similaire a ce qui fut observé pour le test AMPA, il ne
fut pas possible d’enregistrer un signal pour le L-glutamate seul. Mais
sachant que le (64) est actif sur KA2 avec une ECsy de 79 uM [Larsen et

al., 2017], il servit ici encore de référence pour la mise au point du test.

La différence notable entre les tests AMPA et KA réside dans les
cinétiques observées. D’un coté, le récepteur AMPA présente une
augmentation de I’intensité de fluorescente suivie d’un plateau, et ce sur
toute la gamme de concentrations. Ce plateau permet de réaliser
I’injection de L-glutamate dans tous les puits de la plaque puis de réaliser
les lectures de fluorescence puits par puits. L’aire sous la courbe (AUC

pour area under the curve) qui en résulte refléte 1’effet du modulateur.

Cinétique AMPA Cinétique KA
4
“ Glu Glu
= 100nM - 30uM

3 300nM 3 100pM
W — M L 300pM
5 £ - 1mM
> —— 3uM > A

2 2 -+ 3mM
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0 100 200 300 0 50 100 150
Temps (s) Temps (s)

Figure 109. Comparaison des profils cinétiques du modulateur (64) sur les
récepteurs AMPA et KA.

De P'autre coté, pour le récepteur KA, le profil cinétique est en
cloche pour les premiéres concentrations auxquelles le modulateur est
actif. L’absence d’un plateau pour 1’ensemble des concentrations ne
permet pas d’appliquer la méme méthode d’injection/lecture que pour le
récepteur AMPA. En effet, si celle-ci est appliquée, la majeure partie de
la fluorescence serait perdue sur le temps de I’injection sur les autres
puits. Cette perte d’information donne des courbes non pharmacologiques
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et des résultats faussés pour les composés testés, en particulier pour les
concentrations ou le modulateur commence a étre actif. Pour ne pas avoir
ce probléme, l’injection de L-glutamate est directement suivie de
I’enregistrement de fluorescence. Cette méthode est plus longue que celle

appliquée au récepteur AMPA, mais reste screening compatible.

Evolution des AUC en fonction du log[64]
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Figure 110. Courbe concentration/réponse pour le composé (64) sur le
récepteur KA2.

A 1a suite de ces mesures, la courbe d’activité pour le composé (64)
a pu étre établie et donna une valeur d’ECsy de 261 uM. Cette valeur, de
I’ordre de la centaine de micromolaires, est dans une gamme proche de
celle qui a été enregistrée en ¢électrophysiologie (79 pM). Cela suggere

que le test peut étre utilisé pour du screening.

Le premier screening porta sur d’anciens produits présentant des
activités variées sur AMPA. Ces composés ont été ¢valués a une
concentration maximale de 100 uM ; cette valeur limite fut déterminée
pour trouver des composés ayant une meilleure action que le (64) sur le
récepteur KA. Les composés présentant une activité a des concentrations
supérieures ne seraient pas intéressants, ¢tant donné qu’une référence

meilleure avait déja été caractérisée.
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Le profil cinétique attendu est représenté ci-apres ; les composés qui
présenteraient un tel profil seraient retenus comme ayant une activité

¢gale ou meilleure a celle du composé (64).

Courbes cinétiques
du composé (64) sur KA2

UAF

T T 1
[} 50 100 150
Temps (s)

Figure 111. Profil cinétique attendu pour un composé actif.

3.4.9 Screening des composés issus de la

chimiotheque potentiellement actifs sur les

récepteurs KA

Durant les 20 a 30 dernieres années, 1’équipe du LCP-ULiege a
permis le développement d’une quantité importante de structures
chimiques autour des noyaux BTD. Ces composés constituent une
chimiothéque informatisée utilisable comme un outil de drug design. Un
¢échantillon de cette chimiotheque (figure 112) fut utilisé pour réaliser un
premier screening sur les récepteurs KA. Il permit d’obtenir des

informations reliant la structure des composés a leur activité.

Le composé (64) ayant montré une activité sur les récepteurs KA, il
semblait logique d’utiliser des composés structurellement proches pour
les premiers essais. Ainsi, divers isomeres (221, 222 et 223) du composé
(64) et leur équivalent sans atome de fluore (206) furent sélectionnés pour
évaluer I’impact de la position de I’atome de fluor sur le cycle aromatique

sur Pactivité des composés. De ces quatre composés, seul le composé
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(223) présenta une légere activité (figure 113). Il semblerait que la
présence de D’atome de fluor soit essentielle pour ’activité de ces
composés sur les récepteurs KA (64 vs 206). Outre ces isomeres, un
composé parent porteur d’un deuxieme atome de fluore sur le cycle
aromatique (229) fut aussi sélectionné et testé. La présence de ce
deuxieme atome de fluor est défavorable, étant donné que le composé
(229) ne présente aucune activité. Le dernier analogue du composé (64)
évalué porte un groupement difluorméthyléne sur le sulfonamide (230).
La présence de ce groupement se traduisit par la perte de 1’activité du

produit.
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Figure 112. Modulateurs allostériques positifs des récepteurs AMPA de la
chimiothéque du LCP-ULiege évalués sur les récepteurs KA.

De [I’évaluation de ces composés structurellement proches du
composé¢ (64), il semblerait que la présence d’un atome de fluor en
position 7 (64), et dans une moindre mesure en position 8 (223), soit
cruciale pour permettre une action en tant que modulateur allostérique

positif des récepteurs KA.
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Il sembla intéressant ensuite d’évaluer les composés de la famille
des thiochromanes qui sont des isostéres des BTD (67, 231). Ces
composés, bien qu’actifs en tant que modulateurs allostériques positifs
des récepteurs AMPA (résultats non publiés), n’ont montré aucune
activité sur les récepteurs KA. Il semblerait donc que la présence des
atomes d’azote soit un ¢lément important dans la modulation des
récepteurs KA. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par le Dr
Larsen [Larsen ef al., 2017]. La résolution cristallographique du composé
(64) dans le LBD d’une unité KA2 montre la présence de ponts H entre la

protéine et le sulfonamide, ainsi qu’avec 1’atome de fluor en position 7.

Pour les évaluations suivantes, il sembla intéressant de reprendre
des composés dont le noyau aromatique est remplacé par un noyau
pyridinique ou thiophéne (224, 225, 226 et 228). Les composés porteurs
de ces cycles sont eux aussi des isosteres des BTD. Parmi ces composés,
seul le composé présentant I’atome d’azote en position 8 a montré une

légere activité (224) sur le récepteur KA.

Les composés (223) et (224) présentant tous les deux des
groupements hydrophiles en position 8, et ayant présenté une légere
activité, il semblerait que cette position du cycle soit intéressante pour des

modifications futures.

Vu la légere activité du composé (224), un composé plus ancien,
porteur d’un groupement éthyléne en position 4, a aussi été évalué (60).
Ce composé s’est montré inactif. Cependant, cette perte d’activité semble
indiquer que pour les récepteurs KA, comme pour les récepteurs AMPA,
le groupement cyclopropyle en position 4 permet d’obtenir des composés

plus actifs.
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Figure 113. Courbes cinétiques du composé de référence (64), courbes
cinétiques de composés légeérement actifs (223) et (224), exemple de
courbes d’un composé non actif pour le composé (60).

Ensuite, les composés triméthylés (220) et (227) n’ont présenté
aucune activit¢ sur les récepteurs KA. La présence de plusieurs
groupements méthyles (220, 227) ne semble pas présenter un avantage

dans le cas des récepteurs KA.

Enfin, I’évaluation des deux composés dimeres (157) et (158), avec
leur activé proche du nanomolaire sur les récepteurs AMPA, fut réalisée.
IIs n’ont présenté aucune activité sur les récepteurs KA. Les
concentrations auxquelles ils ont été testés se situent largement dans leur
plateau d’activité respectif sur les récepteurs AMPA. Cette différence de
plus de 5 log d’activité entre les deux types de récepteurs semble faire de
ces composés des modulateurs AMPA spécifiques. Ces données sont
cohérentes aussi avec les difficultés que rencontre 1’équipe du Pr Kastrup
a cocristalliser ces diméres avec le LBD d’une sous-unit¢ KA ; il n’y
aurait peut-étre simplement pas la place pour la grosse molécule dans la

poche allostérique des récepteurs KA.

En conclusion, bien que ce screening ne soit que treés fragmentaire

et préliminaire, les quelques résultats développés précédemment
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permettent d’identifier de premicres tendances dans la recherche d’une

corrélation entre structure et activité.

e L’utilisation de molécules dimériques ne semble pas étre intéressante
dans le cadre des récepteurs KA.

e La présence du groupement cyclopropyle en position 4 semble
présenter un avantage dans la modulation de 1’activité.

* Laprésence d’un atome de fluor sur les positions 7 et 8§ semble étre un
atout.

* La présence d’un groupement hydrophile en position 8 semble étre

bénéfique pour la modulation des récepteurs KA.

Ces quelques conclusions permettent d’avoir de premicres
informations d’un point de vue structure/activité. Celles-ci devraient par
la suite permettre d’orienter les recherches vers des modifications sur les
BTD qui permettront d’obtenir des modulateurs sélectifs des récepteurs

KA.
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Conclusions

et

perspectives




4.1 Conclusions

Les données cristallographiques précédemment collectées des
interactions entre différentes BTD et le LBD des sous-unités AMPA ont
permis de mettre en évidence la possibilit¢ d’appliquer le concept de
dimére dans le cadre de design rationnel de médicament. La faisabilité du
projet fut évaluée in silico. Une fois validé, le projet fut affiné in silico
pour permettre la synthése des meilleurs candidats pouvant répondre a la

configuration singuliére qu'un dimére doit rencontrer.

Figure 114. Des données cristallographiques au docking in silico.

L’idée premicre adoptée pour les synthéses reposait sur I’approche
«dimere ». Celle-ci impliquait de réaliser des synthons dimériques qui
seraient ensuite utilisés dans le protocole mis en place au LCP pour la
réalisation des BTD. Ce faisant, les deux motifs BTD de la molécule
dimérique auraient été construits en méme temps. Les premiers essais ne
se sont pas montrés concluants. L’utilisation d’intermédiaires dimériques
a posé¢ probléme lors des réactions de Sandmeyer ou de substitution
nucléophile sur aromatique. C’est ensuite en appliquant une approche

convergente qu’il fut possible d’obtenir les diméres référencés comme les
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plus intéressants par docking. Cette approche consiste en la construction
de I’hétérocycle dans un premier temps, puis la réalisation des étapes de
dimérisation. Cependant, a cette ¢étape, la nature méthylique ou
cyclopropylique du substituant en position 4 montra une nette différence
de réactivité. Celle-ci impliqua une modification du protocole
expérimental. Ainsi, deux méthodes de synthése furent mises en place

pour aboutir aux dimeres désirés selon la nature du substituant en position

177 172 157

N

Q0
L e N ") Y
[ E— HN Vs NH | e— kN NW
g NHe A _NH, A _NH
S S
00 do do

I
N

185 191 158

Figure 115. Intermédiaires clés de synthése.

Outre la syntheése des molécules dimeres, il fallait aussi mettre en
place une méthode d’évaluation pour ces composés. C’est a cette fin
qu’un test pharmacologique basé sur la fluorimétrie a ét€¢ mis au point. Il
permit la caractérisation pharmacologique des différents modulateurs sur
cellules HEK exprimant la sous-unit¢ GluA2,(Q). Il fut validé par

I’évaluation de plusieurs composés de référence internes au laboratoire.

Ce test permit la caractérisation des composés de la famille 7-
phénoxy. Ces derniers ont montré une trés forte activité, les meilleurs

ayant une ECsy de 1’ordre du nanomolaire. De plus, lors de I’étude des
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parametres pharmacologiques, il apparut que le coefficient de Hill
différait entre les composés de référence et ceux de la famille des
composés porteurs d’un groupement 7-phénoxy. En effet, les composés
de cette famille présentaient un coefficient de Hill inférieur a 2, alors que
les composés de référence montraient des valeurs comprises entre 2 et 4.
La cristallographie a montré que ces composés se coordonnent avec une
steechiométrie de deux molécules par récepteur, tandis que les composés
de référence se coordonnent a quatre par récepteur. Ces données sont en
adéquation avec celles relatives au coefficient de Hill ; dés lors, le test
fluorimétrique permet de plus d’obtenir une information structurelle sur
base de ce méme coefficient avant de réaliser une étude
cristallographique. La série des composés porteurs d’un groupement 7-
phénoxy fut particuliérement intéressante dans le cadre du développement
des dimeres. En effet, elle permit de montrer qu’il est possible pour des
composés présentant un noyau benzothiadiazine d’occuper simultanément

deux sous-sites d’interaction.
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Figure 116. Cocristallisation du composé (220m) porteur d’un groupement
7-phénoxy (vert fluo) et d’un composé de référence ((64) vert clair) avec
le LBD d’une unité GIluA2.
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Un second test analogue fut aussi développé pour I’étude des
récepteurs KA, proche parent du récepteur AMPA. Il a permis de mettre
en avant 1’activité de certains des modulateurs de la chimiothéque du
LCP-ULigge. Bien que ces composés soient moins actifs que le composé
de référence (64), ils peuvent servir de point de départ pour des
pharmacomodulations futures permettant 1’obtention de composés plus

actifs.
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Figure 117. Modulateurs allostériques positifs sur les récepteurs KA.

Enfin, la caractérisation pharmacologique des composés dimériques
(157) et (158) montre des ECsy proches du nanomolaire (respectivement
13,4 nM et 1,4 nM), donnant ainsi avec le composé (220m) les composés
les plus actifs caractérisés, a ce jour, pouvant moduler I’activité des
récepteurs AMPA. Les résultats cristallographiques des composés (157)
et (158) ont montré qu’ils occupent les deux sous-sites de la poche
d’allostérie comme initialement prévu lors des expériences de docking.
Les deux parties BTD se coordonnent de maniére similaire a deux

monomeres distincts.
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Figure 118. Comparaison des méthodes d’interaction entre le dimere (157)
(magenta) et le composé (64) (beige) (gauche) [Drapier et al., 2018] et
des dimeres (157) (vert) et (158) (mauve) (droite) (adapté de [Laulumaa

et al.,2018]).

Ensuite, leur évaluation sur le récepteur KA a montré une absence
totale d’activité a des concentrations ou la solubilit¢ des composés
commence a poser des problémes. Cette absence d’activité est
concordante avec les premiers résultats de cocristallographie ou le
modulateur ne se fixe pas sur le LBD de GluK1. Ceci traduit certainement

une géne stérique qui empéche le dimere d’interagir.
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4.2 Perspectives

D’un point de vue synthése, il serait intéressant de préparer les
autres dimeres que le docking avait pointés comme potentiellement
intéressant (soit présentant un pont propyléne (161), soit avec une
aminométhyle (171 - 232)). Ce dernier cas serait particuli¢rement
intéressant. La présence d’un atome d’azote dans le [linker devrait
permettre d’augmenter [’hydrosolubilité du composé par rapport a (158).
Une meilleure solubilité est toujours intéressante dans le cadre de drug
design, mais la présence de cet atome d’azote dans le lien reliant les deux
sous-unités pourrait se montrer problématique, en impliquant des
interactions non souhaitées entre le dimére et le récepteur, conduisant
potentiellement & une diminution de I’activité par rapport aux dimeres

déja caractérisés.

161

Figure 119. Propositions de structures pour de futurs dimeres potentiels.

Ensuite, il serait particuliérement intéressant d’étudier la mécanique
physiologique des diméres sur le récepteur. Une ¢étude en
¢lectrophysiologie pour étudier la méthode d’action du modulateur sur le
récepteur et quantifier son impact tant sur la désactivation que sur la
désensibilisation, serait particulierement intéressante. La structure

dimérique pourrait éventuellement présenter une sorte de sélectivité vis-a-
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vis des différents sous-types de récepteurs au vu de sa taille ; ainsi cette

¢évaluation pourrait aussi étre intéressante.

Enfin, le prochain défi majeur réside dans 1’étude du récepteur KA.
Le LCP-ULi¢ge dispose désormais d’un test qui permettra la
caractérisation des futurs modulateurs de cette famille. Il sera un outil
essentiel pour vérifier D’activité des modulateurs KA, qui eux-mémes

pourront aider I’étude de ce récepteur.

Ce travail a permis de démontrer ’application avec succes du
concept de diméres appliqués aux BTD en tant que modulateurs
allostériques positifs des récepteurs AMPA. Ces nouveaux composés
extrémement actifs serviront de base pour la réalisation de nouveaux
modulateurs de cette famille. Ceux-ci permettront d’améliorer la
compréhension des interactions entre les BTD et la poche d’allostérie des

récepteurs glutamatergiques.
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5.1 Matériels et méthodes

5.1.1 Chimie

Les réactifs commerciaux ainsi que les solvants employés pour les
synthéses ont été fournis par les firmes Aldrich®, Acros® et Apollo®, et

ont été utilisés sans purification supplémentaire.

L’évolution des différentes réactions a été suivie par la technique
chromatographique sur couche mince (CCM). Cette méthode a été
réalisée sur des plaques en aluminium recouvertes d’un gel de silice
(Silicagel 60F254, Merck®). Apres élution, ces plaques ont été¢ examinées

sous une lampe a ultraviolets, a deux longueurs d’onde : 254 et 366 nm.

Les purifications réalisées par colonne DCVC ont été réalisées sur

gel de silice de type Silicagel 60 0,015-0,040 mm (Merck®).
Tous les produits ont été séchés dans un dessiccateur sous vide.

Les points de fusion ont été obtenus par un appareil a tubes

capillaires Stuart smp3 et les valeurs sont non corrigées.

Les spectres RMN ont été enregistrés sur un spectrometre Bruker®
Avance 500 (500 MHz). Les composés ont été mis en solution dans le
DMSO-ds ou le CDCl; et les déplacements chimiques sont exprimés en
partie par million (ppm) par rapport au tétraméthylsilane (TMS), utilisé
comme référence interne (0 ppm). Les abréviations employées sur les
spectres sont les suivantes : s = singulet, d = doublet, t = triplet, q =

quadruplet, m = multiplet, dd = doublet de doublet, br = broad signal.
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5.1.2 Synthese

Bromure de (2,5-difluorobenzyl)triphénylphosphonium (107).
La triphénylphosphine (2,62 g, 10 mmol, 1,05 éq) est dissoute dans 30
mL de toluéne, puis additionnée de 2 g de bromure de 2,5-difluorobenzyle
(106) (2,0 g, 10 mmol). Le milieu est porté a reflux et agité pendant
1 h 30. Le solide est récupéré sur verre fritté, rincé a 1’hexane et séché
dans 1’étuve ventilée (4,0 g, 90 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-dg) &
7,94-7,71 (m, 15H, PCisH;s), 7,25-6,81 (m, 3H, Ha), 5,15 (d, J = 10Hz,
2H, PPh;CH,).

1,2-bis(2,5-difluorophényl)éthéne (108). Dans un ballon sec de
250 mL a 2 tubulures, le sel de phosphonium (107) (3,5 g, 7,7 mmol,
1,5 éq) est mis en solution dans 75 mL de méthanol pour HPLC. Le
terbutanoate de potassium (2,6 g, 23,1 mmol, 3 €q) solubilisé¢ dans 8,5 mL
de méthanol pour HPLC sur glace sont ajoutés au milieu durant 5 min. La
solution est agitée pendant 1 h a température ambiante. Ensuite,
I’aldéhyde (105) (0,53 mL, 5 mmol) est ajouté au goutte-a-goutte et laissé
sous agitation durant 10 min. Le milieu est dilué avec 50 mL d’eau. Le
méthanol est éliminé sous dépression. Le précipité est repris et extrait par
un mélange dichlorométhane/acétate d’éthyle 1/1. Les phases organiques
sont rassemblées et séchées sur MgSO,4. Une fois filtré, le solvant est
¢liminé sous dépression. Le résidu est purifié sur cartouche de silice
(hexane). Le solvant est ensuite évaporé sous dépression et le solide est
mis a sécher dans I’étuve ventilée (1,1 g, 90 %). '"H NMR (500 MHz,
DMSO-dg) 6 7,20-7,07 (m, 6H, Hg,), 7,12 (s, 2H, CH)

1,2-bis(2,5-difluorophényl)éthane (109). Dans la cuve en téflon de
I’hydrogénateur munie d’un agitateur magnétique, de 1’alcéne (108) (1,1
g, 4,5 mmol) est placé en suspension dans 15 mL de méthanol avec 100
mg de Pd/C 10 %. La suspension est mise sous bonne agitation sous 10
bar de H, a 43 °C durant 30 min. Le catalyseur est filtré¢ sur célite.
L’¢limination du solvant sous dépression donne le produit attendu (1,1 g,
99 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,20-7,07 (m, 6H, H,,,), 2,78 (s,
4H, CH.).

1,2-bis(2,5-difluoro-4-nitrophényl)éthane (110). Le 1,2-bis(2,5-
difluorophényl)éthane (109) (1,0 g, 4 mmol) est mis en suspension dans
un ballon de 250 mL contenant 85 mL de H,SO4 concentré. Le KNO; (0,8
g, 8 mmol, 2 éq) est ajouté au milieu par portion. Apres 2 h d’agitation a
température ambiante, la solution est versée sur 150 g de glace. Le
précipité est collecté par filtration sur verre fritté et séché dans 1’étuve

5-170



ventilée (0,89 g, 65 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 8,20-7,71 (m,
4H, Huwo), 3,08 (5, 4H, CH»).

4,4'-(éthane-1,2-diyl)bis(2,5-difluoroaniline) (111). Sous
agitation, le 1,2-bis(2,5-difluoro-4-nitrophényl)éthane (110) (200 mg, 0,6
mmol) est mis en suspension dans 5 mL d’un mélange éthanol et d’une
solution aqueuse d’acide chlorhydrique (6N) volume/volume : 1/1. Au
milieu chauffé¢ a 80 °C, le fer en poudre (750 mg, 13 mmol, 2éq) est
ajouté. Apres 5 min, la solution est filtrée sur célite, le résidu est rincé a
I’eau et a 1’éthanol. Le filtrat est acidifi¢ (pH = 1) avec une solution
aqueuse d’acide chlorhydrique (6N), puis le solvant organique est évaporé
sous dépression. Le précipité obtenu est collecté par filtration sur verre
fritté séché dans 1’étuve ventilée (85 mg, 47 %). 'H NMR (500 MHz,
CDCl) 6 6,76-6,42 (m, 4H, H,,,), 3,67 (s, 4H, NH>), 2,73 (s, 4H, CH>).

Bis(4-amino-2,5-difluorophényl)méthane  (114). La  2,5-
difluoroaniline (5,0 g, 0,039 mol) (113) est mise en solution dans I’acide
trifluoroacétique (150 mL) sous agitation, suivi par une solution a 40 %
dans 1’eau de paraformaldéhyde (1,6 mL, 0,019 mol, 0,5¢q). La solution
résultante est portée reflux durant 1 h puis versée sur 100 mL d’eau
glacée. Le mélange brut est basifi¢ avec une solution aqueuse concentrée
de KOH (40 % masse/volume), et laissée sous agitation pour une nuit.
Les cristaux jaunes résultants sont filtrés, puis lavés a 1’eau et séchés. Ils
sont ensuite dissous dans 1’éthanol chaud (15 mL par g) et filtrés sur
célite. La solution est chauffée puis additionnée d’eau jusqu’a 1’apparition
d’un trouble, puis refroidie pour permettre 1’apparition de cristaux jaune
pale. Le produit est filtré et mis a sécher (4,0 g, 75 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 6 6,87 (m, 2H, Hgy), 6,70 (m, 2H, Hg), 5,32 (s,
4H, NH>), 3,73 (s, 2H, CH.,)

3-fluoro-N-(4-fluoro-3-nitrophényl)-4-nitrobenzamide (118).
L’acide 3-fluoro-4-nitrobenzoique (117) (5,0 g, 27 mmol) est mis en
solution dans 50 mL de chlorure de thionyle et porté a reflux durant 4 h.
Le solvant est ¢liminé par dépression. Le résidu est repris dans 10 mL de
toluéne sec et la solution est évaporée a sec a deux reprises. Le solide
résiduel est repris dans le 1,4-dioxane sec (50 mL) et additionné de 3-
nitro-4-fluoroaniline (116) (5,0 g, 32 mmol, 1,2¢q) et de pyridine (5 mL).
Le milieu est laissé sous agitation durant 1 h. Le solvant est ensuite
¢liminé par dépression. Le résidu est mis en solution dans le méthanol
15 mL et précipité avec 45 mL d’eau. Le solide est récolté et lavé a ’eau
puis séché au dessiccateur (7,5 g, 86 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg)
3 9,63 (s, 1H, NH), 7,64 (dd, J = 12,8, 2,0 Hz, 1H, 5a-H), 7,57 (dd, J =
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8,4, 2,6 Hz, 1H, 6b-H), 7,26 (dd, J = 8,8, 2,6 Hz, 1H, 4a-H), 6,90 (dd, J =
11,2, 8,8 Hz, 1H, 3a-H), 6,83 — 6,75 (m, 2H, 3b-5b-H).

4-amino-N-(3-amino-4-fluorophényl)-3-fluorobenzamide (119).
Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (111)
au départ du composé (118) (5,0 g, 15 mmol) (1,8 g, 45 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d¢) & 9,63 (s, 1H, NH), 7,64 (dd, J = 12,8, 2,0 Hz, 1H,
5a-H), 7,57 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H, 6b-H), 7,26 (dd, J = 8,5, 2,6 Hz, 1H,
4a-H), 6,90 (dd, J = 11,2, 8,8 Hz, 1H, 3a-H), 6,83 — 6,75 (m, 2H, 3b-5b-
H), 5,80 (s, 2H, NH>), 5,13 (s, 2H, NH)).

3-fluoro-N-(4-fluoro-3-sulfamoylphényl)-4-sulfamoylbenzamide
(120). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(214) au départ du composé (115) (1,0 g, 4 mmol). (0,47 g, 32 %). 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 10,73 (s, 1H, NH), 8,30 (dd, J = 6,4,
2,8 Hz, 1H, H,.), 8,07 — 7,64 (m, 9H, H,,,), 7,46 (t,J= 9.3 Hz, 2H, H,,,).

4-fluoro-N-(4-fluoro-3-nitrophényl)-3-nitrobenzamide (123). Ce
composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (118) au
départ de ’acide 4-fluoro-3-nitrobenzoique (122) (5,0 g, 27 mmol) (7,0 g,
80 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 9,58 (s, 1H, NH), 7,83 (dd, J =
12,8, 2,0 Hz, 1H, H,,), 7,20 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H, H,,), 7,01 (dd, J =
84,26 Hz, 1H, H,,), 6,75 (dd, J = 11,2, 8,8 Hz, 1H, H,,), 6,60 — 6,50 (m,
2H, H,,).

3-amino-N-(3-amino-4-fluorophényl)-4-fluorobenzamide (124).
Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (119)
au départ du composé (123) (5,0 g, 15 mmol) (2,1 g, 55 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d¢) & 9,58 (s, 1H, NH), 7,83 (dd, J = 12,8, 2,0 Hz, 1H,
Ha), 7,20 (dd, J = 8,4, 2,0 Hz, 1H, H,,), 7,01 (dd, J = 8,5, 2,6 Hz, 1H,
H..), 6,75 (dd, J=11,2, 8,8 Hz, 1H, H,,,), 6,60 — 6,50 (m, 2H, H,,).

3-fluoro-N-(4-fluoro-3-sulfamoylphényl)-4-sulfamoylbenzamide
(125). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(214) au départ du composé (124) (1,0 g, 4 mmol). (0,36 g, 25 %). 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 10,73 (s, 1H, NH), 8,30 (dd, J = 6,4,
2,8 Hz, 1H, H,.), 8,07 — 7,64 (m, 9H, H,,,), 7,46 (t,J= 9.3 Hz, 2H, H,,,).

6-amino-4-cyclopropyl-4H-benzo[1,2,4]thiadiazine 1,1-dioxyde
(127). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(128) au départ du composé (136) (1,0 g, 0,004 mmol) (0,91 g, 91 %). 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d) 6 7,98 (s, 2H, NH>), 7,45 (d, ] = 8,6 Hz, 1H,
2-H), 6,82 (d, J = 2,0 Hz, 1H, 4-H), 6,66 (dd, J = 8,6, 2,0 Hz, 1H, 5-H),
3,21 (m, 1H, CH(CH,),), 1,10 (m, 2H, CH(CHz),), 1,02 — 0,87 (m, 2H,
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CH(CH>),).

7-amino-4-cyclopropyl-4H-benzo[1,2,4]thiadiazine 1,1-dioxyde
(128). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite précédemment
dans [Francotte et al., 2009]. m.p. : 283 - 285°C 'H NMR (DMSO-dq): &
7,92 (s, 1H, 6-H), 7,54 (d, J =9 Hz, 1H, 5-H), 6,97 (dd, J =9 Hz, 2,3 Hz,
1H, 8-H), 6,95 (d, J = 2,2 Hz, 1H, 3-H), 5,72 (s, 2H, NH>), 3,28 (m, 1H,
CH(CH,)y), 1,10 (m, 2H, CH(CH:>)>), 0,95 (m, 2H, CH(CH.)>).

Acide 4-cyclopropyl-4H-benzo[1,2,4]thiadiazine-6-carboxylique
1,1-dioxide (129). L’ester méthylique (142) (1,93 g, 69 mmol) est mis en
suspension dans un mélange de 13 mL d’eau et de 0,5 mL d’acide
sulfurique concentré 99 %. Le milieu est chauffé a 80 °C durant 8 h. Une
fois revenu a température ambiante, le solide est filtré et rincé a 1’eau puis
mis & sécher au dessiccateur (1,65 g, 90 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-
de) 6 13,75 (s, 1H, COOH), 8.31 (d, J = 1.4 Hz, 1H, 8-H), 8.21 (s, 1H, 3-
H), 8.05 (dd, ] =8.2, 1.4 Hz, 1H, 7-H), 8.02 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 5-H), 3.48
(tt, J =7.1, 3.8 Hz, 1H, CH(CH,),), 1.20 — 1.15 (m, 2H, CH(CH>),), 1.06
(dd, J=4.3,2.4 Hz, 2H, CH(CH.)>).

Acide 4-cyclopropyl-4H-benzo[1,2,4]thiadiazine-7-carboxylique
1,1-dioxide (130). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour
le composé (186) au départ du composé (147) (3,5 g, 14 mmol) (2,75 g,
72 %). '"H NMR (DMSO-de): & 13,42 (s, 1H, COOH), 8,29 (m, 2H, 3-H,
5-H), 8,22 (s, 1H, 8-H), 7,94 (d, J = 9,0 Hz, 1H, 6-H), 3,34 (m, 1H,
CH(CH,)y), 1,18 (m, 2H, CH(CH:>)>), 1,05 (m, 2H, CH(CH.)>).

2-fluoro-4-nitrobenzénesulfonamide (132). Ce composé est
obtenu selon la procédure décrite pour le composé (214) au départ du
composé (131) (5,0 g, 32 mmol) (3,1 g, 44 %). '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) 6 8,35 (dd, J =9.8, 2,2 Hz, 1H, 6-H), 8,23 (dd, J = 8,6, 2,1 Hz,
1H, 4-H), 8,07 (d, J = 8,6 Hz, 3H, SO,NH, et 3-H).

2-chloro-5-nitrobenzénesulfonamide (133). Ce composé est
obtenu selon la procédure décrite précédemment dans [Nerholm et al.,
2013]. Rendement : 50-55 %. m.p.: 180—183 °C. "H NMR (DMSO-d): &
8,67 (d,J=2,7Hz, 1H, 6-H), 8,43 (dd, ] = 8,7 Hz, 2,7 Hz, 1H, 4-H), 8,00
(s, 2H, SO,NH,), 7,97 (d, T = 8,7 Hz, 1H, 3-H). °C NMR (DMSO-dy): &
145,9 (C-5), 142,1 (C-1), 137,1 (C-2), 133,3 (C-3), 127,8 (C-4), 123,6 (C-
6).
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2-(cyclopropylamino)-4-nitrobenzenesulfonamide  (134). Ce
composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (135) au
départ du composé (132) (2,0 g, 9 mmol) (2,0 g, 86 %). 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d¢) 6 7,89 — 7,81 (m, 2H, 3-H et 6-H), 7,69 (s, 2H,
SO:;NH>), 7,53 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H, 5-H), 6,43 (d, J = 1,7 Hz, 1H,
NH), 2,61 (m, J = 6,6, 3,2, 1,7 Hz, 1H, CH(CH)»), 0,92 — 0,82 (m, 2H,
CH(CH:>)»), 0,63 — 0,55 (m, 2H, CH(CH>)»).

2-(cyclopropylamino)-5-nitrobenzenesulfonamide  (135). Ce
composé¢ est obtenu selon la procédure décrite précédemment dans
[Nerholm et al., 2013]. '"H NMR (DMSO-de): & 8,48 (d, J = 2,7 Hz, 1H,
6-H), 8,28 (dd, J = 9,3 Hz, 2,7 Hz, 1H, 4-H), 7,72 (br s, 2H, SO,NH),
7,28 (d, J = 9,3 Hz, 1H, 3-H), 6,96 (br s, 1H, NH), 2,67 (m, 1H,
CH(CH,),), 0,91 (m, 2H, CH(CH,),), 0,63 (m, 2H, CH(CH>),). >C NMR
(DMSO-de): & 150,1 (C-2), 135,5 (C-5), 128,7 (C-4), 125,0 (C-6), 124,5
(C-1), 113,1 (C-3), 25,0 (CH(CH3),), 7,4 (CH(CH>),).

4-cyclopropyl-6-nitro-4H-benzo[1,2,4]thiadiazine = 1,1-dioxyde
(136). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(137) au départ du composé (134) (2,0 g, 8 mmol) (0,77 g, 36 %). 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dq) 6 8,52 (d, ] = 2,2 Hz, 1H, 2-H), 8,31 (dd, ] =
8,7, 2,2 Hz, 1H, 4-H), 8,28 (s, 1H, 5-H), 8,20 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 6-H),
3,51 (m, 1H, CH(CH,),), 1,30 — 1,14 (m, 2H, CH(CH>),), 1,14 — 1,06 (m,
2H, CH(CH,),).

4-cyclopropyl-7-nitro-4H-benzo|[1,2,4|thiadiazine 1,1-dioxide
(137). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite précédemment
dans [Nerholm et al., 2013]. Rendement : 85 %, m.p.: 233—235 °C. 'H
NMR (DMSO-de): 6 8,60 (dd, J = 9,3 Hz, 2,6 Hz, 1H, 6-H), 8,56 (d, J =
2,6 Hz, 1H, 8-H), 8,29 (s, 1H, 3-H), 8,07 (d, J = 9,3 Hz, 1H, 5-H), 3,46
(m, 1H, CH(CH,),), 1,20 (m, 2H, CH(CH:)>), 1,08 (m, 2H, CH(CH.),).
BC NMR (DMSO-dg): & 152,5 (C-3), 144,6 (C-4a), 141,7 (C-7), 127,8
(C-6), 122,0 (C-8a), 120,2 (C-8), 118,9 (C-5), 32,8 (CH(CHa),), 7,5
(CH(CHa)y).

Méthyle 3-fluoro-4-nitrobenzoate (138). L’acide 3-fluoro-4-
nitrobenzoique (117) (2,5 g, 13,5 mmol) est mis en solution dans 25 mL
de méthanol pour HPLC en présence de 2 mL d’acide sulfurique
concentré 99 %. La solution est portée a reflux durant 4 h. Une fois
revenue a température ambiante, la solution est refroidie sur glace et
additionnée d’eau (50 mL). Le solide est filtré, puis rincé avec une
solution 10 % KHCO; et enfin a I’eau, puis séché au dessiccateur (2,6 g,
96 %). 'H NMR (DMSO-d): & 8,29 (dd, J = 8,4, 7,6 Hz, 1H, 5-H), 8,04
(dd, J =174, 1,6 Hz, 1H, 6-H), 7,97 (dd, 8,1, 1,6 Hz, 1H, 2-H), 3,92 (s,

5-174



3H, OCH;).

Méthyle 4-amino-3-fluorobenzoate (139). Ce composé est obtenu
selon la procédure décrite pour le composé (109) (30 min, température
ambiante) au départ du composé (138) (2,0 g, 10 mmol) (1,6 g, 95 %). 'H
NMR (DMSO-d¢): 6 7,52 (dd, J = 8,7, 1,8 Hz, 1H, 6-H), 7,48 (dd, J =
12,3, 1,8 Hz, 1H, 5-H), 6,77 (t, ] = 8,7 Hz, 1H, 2-H), 6,08 (s, 2H, NH)),
3,75 (s, 3H, OCH}3).

Méthyle 3-fluoro-4-sulfamoylbenzoate (140). Ce composé est
obtenu selon la procédure décrite pour le composé (214) au départ du
composé (139) (2,0 g, 12 mmol) (1,8 g, 64 %). 'H NMR (DMSO-do): &
7,93 (m, 2H, 5-H, 6-H), 7,87-7,90 (m, 1H, 2-H), 7,86 (s, 2H, NH>), 3,90
(s, 3H, OCH3).

Méthyle 3-(cyclopropylamino)-4-sulfamoylbenzoate (141). Ce
composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (179) au
départ du composé (140) (1,5 g, 6 mmol) (0,78 g, 48 %). 'H NMR
(DMSO-de): 8 8,23 (m, 1H, 6-H), 7,87-8,01 (m, 1H, 5-H), 7,32-7,65 (m,
1H, 2-H), 7,09-7,24 (m, 1H, 2-H), 6,52 (s, 1H, NH), 3,90 (s, 3H, OCH5),
3,61 (m, 1H, CH(CHy),), 0,85 (m, 2H, CH(CH.),), 0,56 (m, 2H,
CH(CH>),).

Méthyle 4-cyclopropyl-4H-benzo[1,2,4]thiadiazine-6-carboxy-
loate 1,1-dioxide (142). Ce composé est obtenu selon la procédure
décrite pour le composé (186) au départ du composé (141) (0,78 g, 3
mmol) (0,65 g, 80 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8,31 (d, J = 1,2
Hz, 1H, 8-H), 8,22 (s, 1H, 5-H), 8,09 — 8,03 (m, 2H, 3-H, 7-H), 3,94 (s,
3H, OCH5), 3,48 (m,J =7,1, 3,9 Hz, 1H, CH(CH,),), 1,18 (m,J =73, 5,3
Hz, 2H, CH(CHz)y), 1,06 (m, J = 5,4, 3,9 Hz, 2H, CH(CH.,),).

2-fluoro-5-méthylbenzenesulfonamide (145). Ce composé est
obtenu selon la procédure décrite pour le composé (214) au départ du
composé (144) (5,0 g, 40 mmol) (6,0 g, 80 %). '"H NMR (DMSO-de): &
7,49-7,66 (m, 3H, 2-H, NH,), 7,45 (m, 1H, 6-H), 7,30 (dd, J = 10,2, 8,5
Hz, 1H, 5-H), 2,35 (s, 3H, CH;).

Acide 4-fluoro-3-sulfamoylbenzoique (146). Une suspension de 2-
fluoro-5-méthylbenzeénesulfonamide (145) (9,45 g, 5,3 mmol) dans I’eau
(50 mL) est chauffée a 70 °C puis additionnée de NaOH 10 % jusqu’a
dissolution compléte. Le permanganate de potassium (3,0 g, 20 mmol,
4éq) est ajouté par petites portions. Aprés 4 h sous agitation, la
suspension est ¢éliminée par filtration a chaud et le filtrat est amené a
pH=1 avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique (12N). Le
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précipité obtenu est recueilli par filtration, lavé a 1’eau et séché (8,35 g, 72
%). 'H NMR (DMSO-de): & 13,49 (br s, 1H, COOH), 8,35 (dd, J = 7,0,
1,8 Hz, 1H, 2-H), 8,15-8,23 (m, 1H, 6-H), 7,85 (s, 2H, NH>), 7,56 (t, ] =
9,2 Hz, 1H, 5-H).

Acide 4-(cyclopropylamino)-3-sulfamoylbenzoique (147). Ce
composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (179) au
départ du composé (146) (4,0 g, 18 mmol) (3,74 g, 80 %). 'H NMR
(DMSO-de): 6 13,24 (s, 1H, COOH) , 8,23 (m, 1H, 6-H), 7,87-8,01 (m,
1H, 5-H), 7,32-7,65 (m, 1H, 2-H), 7,09-7,24 (m, 1H, 6-H), 6,52 (s, 1H,
NH), 3,61 (m, 1H, CH(CH,),), 0,85 (m, 2H, CH(CH.,),), 0,56 (m, 2H,
CH(CH>),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-4 H-benzo[1,2,4| thiadiazin-7-yl)-2-
fluorobenzamide (155d). L’acide 2-fluorobenzoique (154a) (441 mg,
3,15 mmol, 1,6 éq) est mis en solution, sous atmosphére d’azote dans
6 mL de CHCI; sec et d’une goutte de DMF sec. Le milieu est refroidi sur
bain d’eau glacée puis additionné de chlorure d’oxalyle (0,3 mL,
3,5 mmol, 1,8 éq). La réaction est laissée dans ces conditions durant
1 h 30. Le solvant est éliminé sous dépression. Le résidu est repris dans
du 1,4-dioxane sec (10 mL) et de 5 mL de pyridine. L’aniline (127)
(500 mg, 2,1 mmol) est ensuite ajoutée portion par portion sur glace. Le
mélange est ensuite laissé revenir a température ambiante et agité durant
1 h30. 30 mL d’eau sont ajoutés au milieu. Le solide qui apparait est
récupéré par filtration, rincé et séché au dessiccateur (527 mg, 70 %). 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 6 10,85 (s, 1H, CONH), 8,41 (d, J = 2,4 Hz,
1H, 6a-H), 8,11 (s, 1H, 3-H), 8,01 (m, J=9,2, 2,5 Hz, 1H, 8-H), 7,88 (d,
J=9,3 Hz, 1H, 6-H), 7,73 (m, 1H, 4a-H), 7,66 — 7,58 (m, 1H, 5a-H), 7,43
- 7,32 (m, 2H, 3a-H, 3-H), 3,37 (tt, J= 7,1, 3,8 Hz, 1H, CH(CH»)»), 1,16
(dt,J=17,2, 3,5 Hz, 2H, CH(CH,),), 1,05 — 0,98 (m, 2H, CH(CH.)>).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-4 H-benzo[1,2,4| thiadiazin-7-yl)-3-
fluorobenzamide (155e). Ce compos¢ est obtenu selon la procédure
décrite pour le composé (155d) au départ d’acide 3-fluorobenzoique
(154b) (441 mg, 3,15 mmol, 1,66q) (316 mg, 42 %). '"H NMR (500 MHz,
DMSO-d¢) 6 10,71 (s, 1H, CONH), 8,43 (d, J = 2,5 Hz, 1H, 6a-H), 8,16
(dd, J=9,3, 2,5 Hz, 1H, 2a-H), 8,12 (s, 1H, 3-H), 7,88 (d, /=9,2 Hz, 1H,
6-H), 7,86 (dt, J=17,8, 1,2 Hz, 1H, 8-H), 7,82 (dt, J = 9,3, 2,2 Hz, 1H, 4a-
H), 7,63 (m, J = 8,0, 5,8 Hz, 1H, 7-H), 7,49 (m, 1H, 4-H), 3,38 (m, 1H,
CH(CHy)), 1,23 — 1,13 (m, 2H, CH(CH.),), 1,06 — 0,99 (m, 2H,
CH(CH>),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-4 H-benzo[1,2,4| thiadiazin-7-yl)-4-
fluorobenzamide (155f). Ce composé est obtenu selon la procédure
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décrite pour le composé (155d) au départ d’acide 4-fluorobenzoique
(151¢) (441 mg, 3,15 mmol, 1,6¢q) (203 mg, 27 %). 'H NMR (500 MHz,
DMSO-d¢) 8 10,66 (s, 1H, CONH), 8,42 (d, J = 2,3 Hz, 1H, 8-H), 8,16
(dd, J=9,3, 2,3 Hz, 1H, 6-H), 8,13 — 8,04 (m, 2H, 2a-H), 7,88 (d, J=9,2
Hz, 1H, 5-H), 7,41 (t, J = 8,6 Hz, 2H, 3a-H), 3,38 (tt, 1H, CH(CH,),),
1,16 (m, 2H, CH(CHz)y), 1,08 — 0,97 (m, 2H, CH(CH.),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4] thia-
diazin-7-yl)-2-fluorobenzamide (156d). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (155d)
(200 mg, 0,7 mmol) (65 mg, 26 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
10,41 (s, 1H, CONH), 8,09 (d, J = 2,5 Hz, 1H, 3-H), 7,96 (s, 1H, 8-H),
7,72 — 7,65 (m, 1H, 4a-H), 7,58 (q, J = 7,1 Hz, 1H, 4a-H), 7,41 — 7,24 (m,
2H, 3a-H, 5a-H), 4,65 (s, 2H, 3-H), 0,91 (d, 2H, CH(CH,),), 0,65 (d, 2H,
CH(CH>),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4] thia-
diazin-7-yl)-3-fluorobenzamide (156e). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (155b)
(200 mg, 0,7 mmol) (142 mg, 57 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &
10,33 (s, 1H, CONH), 8,09 (d, J = 2,6 Hz, 1H, 6-H), 7,94 (s, 1H, 2-H),
7,82 (dd, J = 9,1, 2,8 Hz, 2H, 4a-H), 7,80 — 7,74 (m, 1H, 8-H), 7,65 —
7,53 (m, 1H, 4a-H), 7,45 (td, J = 8,5, 2,8 Hz, 1H, 7-H), 7,31 (d, J = 9,1
Hz, 1H, 4-H), 4,66 (s, 2H, 3-H), 0,91 (m, 2H, CH(CH:),), 0,66 (m, 2H,
CH(CH>),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4] thia-
diazin-7-yl)-4-fluorobenzamide (156f). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (155c¢)
(200 mg, 0,7 mmol) (37 mg, 15 %). "H NMR (500 MHz, DMSO-d) &
10,28 (s, 1H, CONH), 8,06 (d, J = 20,0 Hz, 2H, 8-H), 7,98 — 7,74 (m, 2H,
2a-H), 7,34 (d, J = 32,6 Hz, 2H, 3a-H), 4,65 (s, 2H, 3-H), 0,91 (m, 2H,
CH(CH>),), 0,66 (m, 2H, CH(CH:),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-4 H-benzo[1,2,4| thiadiazin-6-yl)-2-
fluorobenzamide (155a). Ce composé est obtenu selon la procédure
décrite pour le compos¢ (155d) au départ du composé (127) (500 mg,
2,1 mmol) (241 mg, 32 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 11,00 (s,
1H, NH), 8,40 (s, 1H, 8-H), 8,14 (s, 1H, 5-H), 7,86 (m, J= 8,7 Hz, 2H, 3-
H, 6a-H), 7,73 (t, J = 7,4 Hz, 1H, 4a-H), 7,63 (q, J = 7,4 Hz, 1H, 5a-H),
7,45 — 7,32 (m, 2H, 3-H, 3a-H), 1,14 (t, 2H, CH(CH:),), 1,05 (m, 2H,
CH(CH>),).
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N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-4 H-benzo[1,2,4| thiadiazin-6-yl)-3-
fluorobenzamide (155b). Ce composé est obtenu selon la procédure
décrite pour le composé (155e) au départ du composé (127) (500 mg,
2,1 mmol) (655 mg, 87 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10,82 (s,
1H, NH), 8,47 (d, J = 1,8 Hz, 1H, 8-H), 8,15 (s, 1H, 5-H), 7,96 — 7,87 (m,
2H, 3-H, 6a-H), 7,85 (d, J = 7,8 Hz, 1H, 2a-H), 7,82 (m, Hz, 1H, 5a-H),
7,64 (m, 1H, 4a-H), 7,51 (m, Hz, 1H, 3-H), 1,17 (m, 2H, CH(CH.,),), 1,09
— 1,02 (m, 2H, CH(CH,),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-4 H-benzo[1,2,4]| thiadiazin-6-yl)-4-
fluorobenzamide (155c¢). Ce composé est obtenu selon la méme
procédure décrite pour le composé (155f) au départ du composé (127)
(500 mg , 2,1 mmol). (151 mg, 20%) "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
10,78 (s, 1H, NH), 8,47 (s, 1H, 8-H), 8,14 (s, 1H, 5-H), 8,08 (dd, J = 8,5,
5,4 Hz, 2H, 2a-H), 7,95 — 7,84 (m, 2H, 3-H, 7-H), 7,42 (t, J = 8,5 Hz, 2H,
3a-H), 1,17 (m, 2H, CH(CH>),), 1,09 — 1,01 (m, 2H, CH(CH>),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4] thia-
diazin-6-yl)-2-fluorobenzamide (156a). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (155a)
(200 mg, 0,7 mmol) (138 mg, 56 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &
10,47 (s, 1H, NH), 7,90 (d, J = 2,0 Hz, 1H, 8-H), 7,84 (s, 1H, SO,NH),
7,81 (dt, J=17,8, 1,3 Hz, 1H, 5-H), 7,79 — 7,74 (m, 1H, 6a-H), 7,61 (td, J
=178, 5,8 Hz, 1H, 4a-H), 7,52 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 7-H), 7,50 — 7,44 (m,
1H, 5a-H), 7,31 (dd, J = 8,6, 2,0 Hz, 1H, 3a-H), 4,66 (s, 2H, 3-H), 0,92
(m, 2H, CH(CH.),), 0,71 — 0,65 (m, 2H, CH(CH.),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4] thia-
diazin-6-yl)-3-fluorobenzamide (156b). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (155b)
(200 mg, 0,7 mmol) (118 mg, 48 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
10,47 (s, 1H, NH), 7,90 (d, J = 2,0 Hz, 1H, 8-H), 7,84 (s, 1H, SO,NH),
7,81 (dt, J=17,8, 1,3 Hz, 1H, 5-H), 7,79 — 7,74 (m, 1H, 6a-H), 7,61 (td, J
= 8,0, 5,8 Hz, 1H, 2a-H), 7,52 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 5a-H), 7,50 — 7,44 (m,
1H, 7-H), 7,31 (dd, J = 8,6, 2,0 Hz, 1H, 4a-H), 4,66 (s, 2H, 3-H), 0,92 (m,
2H, CH(CH,),), 0,73 — 0,64 (m, 2H, CH(CH>),).

N-(4-cyclopropyl-1,1-dioxido-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4] thia-
diazin-6-yl)-4-fluorobenzamide (156¢). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (155c¢)
(200 mg, 0,7 mmol) (187 mg, 76 %). '"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) &
10,43 (s, 1H, NH), 8,08 — 8,00 (m, 2H, 2-H), 7,89 (d, /= 1,9 Hz, 1H, 8-
H), 7,80 (s, 1H, 5-H), 7,52 (d, J = 8,6 Hz, 1H, 7-H), 7,42 — 7,35 (m, 2H,
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3-H), 7,30 (m, 1H, SO.NH), 4,66 (s, 2H, 3-H), 0,96 — 0,88 (m, 2H,
CH(CH.),), 0,72 — 0,65 (m, 2H, CH(CH.),).

6,6'-(éthane-1,2-diyl)bis(4-méthyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-

thiadiazine 1,1-dioxide) (157). Le (£)-6,6'-(¢thene-1,2-diyl)bis(4-
méthyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (189)
(130 mg, 0,31 mmol) est dissous dans le DMF (5 mL) et additionné de
10 % de charbon palladié¢ (13 mg). La suspension qui en résulte est placée
sous 12 bars d’H, pour une heure. Le charbon est filtré et le solvant du
filtrat est éliminé par dépression. Le solide résiduel est recristallisé dans le
méthanol et séché (32 mg, 25 %). m.p.: 313 °C (décomposition); 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d¢) 6 7,91 (s, 1H, NH), 7,42 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 8-H),
6,71 (s, 1H, 5-H), 6,70 (dd, J = 7,1 Hz / 1,2 Hz, 1H, 7-H), 4,62 (s, 2H,
CH>), 2,91 (s, 3H, NCH;), 2,86 (s, 2H, CH, (linker)); °C NMR (125
MHz, DMSO-d¢) 6 146,9 (C-6), 144,0 (C-4a), 124,0 (C-8), 120,6 (C-8a),
116,8 (C-7), 113,4 (C-5), 62,4 (C-3), 36,7 (CH; linker), 36,2 (NCHj3);
Anal. (C1sH22N404S,): calculée: N 13,26%, C 51,17%, H 5,25%, S
15,18%; obtenue: N 13,22%, C 51,29%, H 5,29%, S 14,71%.

6,6'-(éthane-1,2-diyl)bis(4-cyclopropyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-

benzothiadiazine 1,1-dioxide) (158). Ce composé est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (172) au départ du composé (193)
(136 mg, 0,3 mmol) en suspension dans I’isopropanol et en utilisant du
DMF ajouté goutte-a-goutte jusqu’a solubiliser le réactif avant I’ajout de
NaBH,; (116 mg, 82 %). m.p.: 290 °C (décomposition) ; 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d¢) 6 7,78 (t, J= 7,9 Hz, 1H, NH), 7,43 (d, J = 8,0 Hz,
1H, 8-H), 7,02 (d, J= 1,5 Hz, 1H, 5-H), 6,75 (dd, J = 8,1, 1,5 Hz, 1H, 7-
H), 4,61 (d, J= 1,7 Hz, 2H, 3-H), 2,92 (s, 2H, CH, linker), 2,41 (m, 1H,
CH(CH,),), 0,90 - 0,84 (m, 2H, CH(CH>),), 0,58 (m, 2H, CH(CH>),); "*C
NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 146,1 (C-6), 143,9 (C-4a), 124,2 (C-8),
121,2 (C-8a), 117,8 (C-7), 114,2 (C-5), 61,0 (C-3), 36,5 (CH; linker),
29,6 mCH), 8,4 (CH(CHz)z) Anal. (C22H26N40482) : calculées : N
11,80 %, C 55,68 %, H 5,52%, S 13,51 % ; mesurées: N 11,77 %,
C 55,88 %, H 5,67 %, S 13,05 %.

4-méthyl-6-vinyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-
dioxyde (172). Le 4-méthyl-6-vinyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-
dioxyde (186) (400 mg, 1,83 mmol) est mis en suspension sous agitation
vigoureuse dans 1’isopropanol (10 mL) a 60 °C. Du NaBH4 (200 g, 3 eq.)
est ajouté au mélange et agité durant 15 min. Le solvant est ensuite
¢liminé par dépression réduite et le produit brut est repris dans 1’eau. La
suspension est acidifiée avec une solution aqueuse d’acide chlorhydrique
(6N). Cette derniere est ensuite extraite au dichlorométhane (3 x 30 mL).
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L’ensemble des fractions organiques sont rassemblées, lavées et séchées
MgSO,. Le solvant est éliminé par dépression réduite ; le solide résultant
est suspendu dans ’eau, collecté par filtration, rincé a ’eau et séché
(234 mg, 61 %). m.p: > 300 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 8,03 (t,
J =179 Hz, 1H, NH), 7,49 (d, ] = 8,1 Hz, 1H, 8-H), 6,95 (d, J = 8,1 Hz,
1H, 7-H), 6,88 (d, J = 1,4 Hz, 1H, 5-H), 6,72 (dd, J = 17,6, 10,9 Hz, 1H,
CH,CH), 5,95 (dd, J= 17,6, 0,8 Hz, 1H, Z-CH,CH), 5,38 (d, /= 11,0 Hz,
1H, E-CH,CH), 4,65 (d, J = 8,1 Hz, 2H, CH,), 2,97 (s, 3H, NCHs); °C
NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & 1444 (C-6), 141,6 (C-4a), 136,2
(CH,CH), 124,4 (C-8), 122,0 (C-8a), 116,5 (CH,CH), 113,6 (C-7), 111,7
(C-5), 62,2 (C-3), 35,9 (NCH»)

6-bromo-4-methyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-
dioxide (174). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le
composé (172) au départ du composé (180) (200 mg, 0,7 mmol) (145mg,
72%)'H NMR (500 MHz, DMSO-dq) & 8,14 (s, 1H, NH), 7,46 (d, J = 8,3
Hz, 1H, 8-H), 7,03 (d, J = 1,8 Hz, 1H, 5-H), 6,94 (dd, ] = 8,4, 1,8 Hz, 1H,
7-H), 4,68 (s, 2H, CH>), 2,95 (s, 3H, CH;).

6-bromo-4-cyclopropyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine

1,1-dioxide (175) Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour
le composé (172) au départ du compos¢ (181) (200 mg, 0,7 mmol)
(175mg, 91%). 1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) ¢ 7,99 (t, J = 8,0 Hz, 1H,
NH), 7,48 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 8-H), 7,38 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 5-H), 7,03
(dd, J=38,4, 1,9 Hz, 1H, 7-H), 4,69 (d, J = 8,0 Hz, 2H, CH,), 2,56 (m, 1H,
CH(CH,)), 0,97 — 0,90 (m, 2H, CH(CH,),), 0,71 — 0,63 (m, 2H,
CH(CH>),).

4-bromo-2-(fluoro)benzénesulfonamide (177). Ce composé est
obtenu selon la procédure décrite pour le composé (214) au départ du
composé (176) (1g, 1,9mmol) (0,5g, 36%) 1H NMR (500 MHz, DMSO-
de) 0 7,84 (dd, J =9,8, 1,9 Hz, 1H, 3-H), 7,77 (s, 2H, SO,NH,), 7,73 (t, J
=8,1 Hz, 1H, 6-H), 7,61 (dd, ] = 8,4, 1,9 Hz, 1H, 5-H).

4-bromo-2-(méthylamino)benzénesulfonamide (178). Le 4-
bromo-2-fluorobenzénesulfonamide (177) (4,0 g, 15,7 mmol) est dissous
dans une mixture 1:3 de 1,4-dioxane et méthylamine en solution a 40 %
dans I’eau (20 mL). Cette solution est ensuite chauffée au micro-ondes a
135 °C durant 25 min. Apres refroidissement, le solvant est éliminé par
dépression. Le solide rose résultant est suspendu dans 1’eau et collecté par
filtration et séché au dessiccateur sous vide (3,92 g, 96 %). m.p.: 171-173
°C; '"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 7,51 (d, J=8,4 Hz, 1H, 6-H), 7,38
(s, 2H, SO,NH.,), 6,87 (d, J = 1,8 Hz, 1H, 3-H), 6,82 (dd, J = 8,4 Hz/1,9
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Hz, 1H, 5-H), 6,01 (q, J = 4,5 Hz, 1H, NH), 2,83 (d, ] = 4,9 Hz, 3H,
NHCH;) ; °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 146,7 (C-1), 130,0 (C-6),
127,2 (C-4), 124,1 (C-2), 117,0 (C-5), 113,3 (C-3), 30,0 (NCH3).

4-bromo-2-(cyclopropylamino)benzeénesulfonamide (179). Le 4-
bromo-2-fluorobenzénesulfonamide (177) (4,0 g, 15,7 mmol) est dissous
dans un mélange 1:1 de 1,4-dioxane et cyclopropylamine (20 mL). La
solution est chauffée au micro-ondes a 135 °C durant 25 min. Apres
refroidissement, le solvant est éliminé par dépression. Le solide obtenu est
repris dans le méthanol puis additionné d’eau dans un rapport 1:2. Le
solide est collecté par filtration, lavé a I’eau et séché au dessiccateur (3,4
g, 75 %). m.p.: 201-204 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,52 (d, J
= 8,4 Hz, 1H, 6-H), 7,43 (bs, 2H, SO,NH>), 7,25 (d, J = 1,9 Hz, 1H, 3-H),
6,90 (dd, J=8,4, 1,9 Hz, 1H, 5-H), 6,21 (d, J= 1,8 Hz, 1H, NH), 2,50 (m,
1H, CH(CH,),), 0,87 - 0,76 (m, 2H, CH(CH,),), 0,56 - 0,49 (m, 2H,
CH(CH,),). °C NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & 146,6 (C-1), 129,9 (C-6),
126,8 (C-4), 124,4 (C-2), 118,0 (C-5), 114,9 (C-3), 24,2 (CH(CH,)»), 7,1
(CH(CHa)y).

6-bromo-4-cyclopropyl-4H-1,2,4]-benzo thiadiazine 1,1-dioxide
(180) Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(186) au départ du composé (178) (200 mg, 0,76 mmol) (161 mg, 78
%).1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) 6 8,09 (s, 1H, 3-H), 7,83 (dd, J= 8,4
1H, 3-H), 7,74 (d,J = 1,6 Hz, 1H, 5-H) 7,73 (dd, J = 8,4, 1,6 Hz,1H, 7-H),
3.62 (s, 3H, CH3;).

6-bromo-4-cyclopropyl-4H-1,2,4]-benzo thiadiazine 1,1-dioxide
(181) Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(186) au départ du composé (179) (200 mg, 0,69 mmol) (153 mg, 74 %).
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 8,16 (s, 1H, 3-H), 7,98 (d, J = 1,8 Hz,
1H, 5-H), 7,84 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 8-H), 7,76 (dd, J = 8,4, 1,7 Hz, 1H, 7-
H), 3,40 (m, 1H, CH(CH,),), 1,22 — 1,12 (m, 2H, CH(CH,)>), 1,06 — 1,00
(1’1’1, 2H, CH(CHz)z)

2-(méthylamino)-4-vinylbenzénesulfonamide (184). Le potassium
vinyltrifluoroborate (1,15 g, 8,6 mmol, 1,2 éq) est ajouté a une solution de
4-bromo-2-(méthylamino)benzénesulfonamide (178) (1,9 g, 7,17 mmol)
dans le 1,4-dioxane (14 mL). Une fois le sel solubilisé¢, une solution
aqueuse de NaOH 10 % (6,3 mL) est ajoutée, par du Pd(OAc), (4,3 mg,
0,27 mol%). Cette mixture est portée a reflux durant 24 h. De retour a
température ambiante, la mixture brute noire est filtrée. Le filtrat est
ensuite extrait a [’acétate d’éthyle (3 x 25 mL). Les phases organiques
sont rassemblées, lavées avec une solution de Brine (15 mL) et séchées
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sur MgSOs. Le solvant est retiré par dépression. L’huile résiduelle est
recristallisée dans un mélange méthanol/eau 1:2. Le solide est collecté par
filtration et séché dans un dessiccateur sous vide (0,5 g, 33 %). m.p.: 128-
131 °C; '"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 7,57 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 6-H),
7,26 (s, 2H, SO,NH>), 6,80 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 5-H), 6,76 (s, 1H, 3-H),
6,72 (dd, J = 17,7, 10,9 Hz, 1H, CH,CH), 5,92 (d, J = 17,6 Hz, 1H, Z-
CH,CH), 5,87 (q, J = 4,9 Hz, 1H, NHCH3), 5,35 (d, J = 10,9 Hz, 1H, E-
CH,CH), 2,86 (d, J = 4,9 Hz, 3H, NCHs); >*C NMR (125 MHz, DMSO-
de) & 1459 (C-1), 141,8 (C-4), 136,4 (CH), 128,5 (C-6), 124,0 (C-2),
116,4 (CH,), 111,9 (C-5), 109,0 (C-3), 29,6 (NCHj3).

2-(cyclopropylamino)-4-vinylbenzenesulfonamide  (185). Ce
composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (184) au
départ du composé (179) (500 mg, 1,7 mmol) (354 mg, 86 %) m.p.: 155-
161 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 7,61 - 7,51 (m, 1H, 6-H), 7,31
(s, 2H, SO,NH,), 7,15 (d, J = 1,6 Hz, 1H, 3-H), 6,87 (dd, J = 8,2, 1,6 Hz,
1H, 5-H), 6,74 (dd, J = 17,6, 10,9 Hz, 1H, CHCH,), 6,11 (s, 1H, NH), ,
5,90 (d,J=1,7 Hz, 1H, Z-CHCH,), 5,37 (d, J = 17,5 Hz, 1H, E-CHCH,),
2,50 (m, 1H, CH(CH,),), 0,88 - 0,72 (m, 2H, CH(CH,),), 0,57 - 0,43 (m,
2H, CH(CH,),); °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 146,0 (C-4), 141,0
(C-1), 136,3 (CHCH,), 128,0 (C-6), 124,0 (C-2), 116,4 (CHCH,), 113,0
(C-5), 110,7 (C-3), 24,5 (CH(CH,),), 7,2 (CH(CH,),).

4-méthyl-6-vinyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (186).
Le 2-(méthylamino)-4-vinylbenzénesulfonamide (184) (1,13 g, 5,3 mmol)
est mis a chauffer sous agitation dans le tri¢thyle orthoformiate (5 mL) a
135 °C durant 4 heures. La suspension qui en résulte est refroidie sur bain
de glace ; le solide résultant est collecté par filtration, rincé a 1’éther et
séché. (892 mg , 81 %). m.p.: > 300 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-de)
0 8,08 (s, 1H, 3-H), 7,85 (d, J = 8,2 Hz, 1H, 8-H), 7,70 (dd, J = 8,3, 1.4
Hz, 1H, 7-H), 7,52 (d, J = 1,4 Hz, 1H, 5-H), 6,88 (dd, J= 17,7, 11,0 Hz,
1H CH,CH), 6,14 (d, J = 17,6 Hz, 1H, Z-CH,CH), 5,53 (d, J = 10,9 Hz,
1H, E-CH,CH), 3,65 (s, 3H, NCHs); °C NMR (125 MHz, DMSO-de) &
151,3 (C-3), 141,7 (C-6), 136,2 (C-4a), 135,1 (CH), 124,4 (C-8), 123,9
(C-7), 121,6 (C-8a) 118,7 (CH»), 114,3 (C-5), 38,2 (NCH3).

4-allyl-7-chloro-3,4-dihydro-2H-benzo[1,2,4]thiadiazine 1,1-
dioxyde (187). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite dans
[Larsen et al., 2018] en utilisant le 3-bromoprop-1-éne comme agent
alkylant. Rendement : 45 % (2 étapes). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
8,22 (t,J =8,1 Hz, 1H, 8-H), 7,53 (d, J = 2,7 Hz, 1H, 6-H), 7,41 (dd, J =
9,0, 2,7 Hz, 1H, 5-H), 6,83 (d, J = 9,2 Hz, 1H, SO,NH), 5,82 (ddt, J =
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15,7,9,9, 4,7 Hz, 1H, CH,CHCH,), 5,18 (t, J = 14,5 Hz, 2H, CH>), 4,72
(d, J =79 Hz, 2H, 3-H), 4,03 (d, J = 4,7 Hz, 2H, NCH,CH).

(E)-4,4'-(but-2-ene-1,4-diyl)bis(7-chloro-3,4-dihydro-2H-benzo-
[1,2,4]thiadiazine 1,1-dioxide) (188). Ce compos¢ est obtenu selon la
procédure décrite pour le composé (189) au départ du composé (187) (200
mg, 0,77 mmol) (180 mg, 95 %). 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8,18
(m, 1H, 8-H), 7,50 (d, J = 2,6 Hz, 1H, SO,NH), 7,33 (dd, J =9,1, 2,6 Hz,
1H, 6-H), 6,82 (d, ] = 9,2 Hz, 1H, 5-H), 5,65 (t, ] = 2,5 Hz, 1H, CH,CH),
4,70 (m, 2H, 3-H), 4,05 — 3,92 (s, 2H, NCH,CH).

(E)-6,6'-(éthéne-1,2-diyl)bis(4-méthyl-3,4-dihydro-2 H-1,2,4-
benzothiadiazine 1,1-dioxide) (189). Le 4-méthyl-6-vinyl-3,4-dihydro-
2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxyde (172) (200 mg, 0,89 mmol) est
solubilis¢ dans le dichlorométhane (3 mL), conditionné sous azote et
additionné¢ de catalyseur de Hoveyda-Grubbs II (0,01 mol%). Cette
solution est portée a reflux. Toutes les 30 min, le ballon d’azote est vidé et
rempli avec un volume frais. Aprés 4 h, la suspension est refroidie a
température ambiante et le solide est collecté par filtration, lavé a I’éther
et séché (121,5 mg, 65 %). m.p.: 331 °C (décomposition); 'H NMR (500
MHz, DMSO-dy) & 8,06 (t, J = 7,9 Hz, 1H, NH), 7,54 (d, J = 8,1 Hz, 1H,
8-H), 7,37 (s, 1H, CH), 7,10 (dd, J = 8,2, 1,6 Hz, 1H, 7-H), 7,05 (d, J =
1,5 Hz, 1H, 5-H), 4,68 (d, J = 7,6 Hz, 2H, CH,), 3,01 (s, 3H, NCH;); °C
NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 144,3 (C-6), 141,2 (C-4a), 130,0 (CH
linker), 124,5 (C-8), 121,8 (C-8a), 114,3 (C-7), 112,2 (C-5), 62,3 (C-3),
36,2 (NCH3).

(E)-4,4'-(éthene-1,2-diyl)bis(2-(cyclopropylamino)benzene-
sulfonamide) (191). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite
pour le composé (189) au départ du composé (185) (200 mg, 0,84 mmol)
(167 mg, 89 %); m.p.: 247 °C (décomposition) ; 'H NMR (500 MHz,
DMSO-d¢) 6 7,61 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 6-H), 7,37 - 7,28 (m, 3H, SO,NH, et
3-H), 7,09 (dd, J = 8,4, 1,5 Hz, 1H, 5-H), 6,16 - 6,11 (m, 1H, NH), 2,56
(tt, J = 6,4, 3,3 Hz, 1H, CH(CH,),), 0,86 (m, J = 6,6, 3,3 Hz, 2H,
CH(CH,),), 0,55 (m, J = 4,4 Hz, 2H, CH(CH,),); °*C NMR (125 MHz,
DMSO-d¢) 6 145,6 (C-4), 141,1 (C-1) 130,0 (C-6), 128,5 (CH linker),
124,1 (C-2), 113,3 (C-5), 111,6 (C-3), 24,6 (NCH), 7,4 (CH(CH;),).

4,4'-(éthane-1,2-diyl)bis(2-(cyclopropylamino)benzénesulfon-
amide) (192). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le
compos¢ (157) au départ du composé (191) (167 mg, 0,37 mmol) (151
mg, 90 %). m.p.: 220-222 °C ; "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,50 (d,
J=28,1 Hz, 1H, 6-H), 7,23 (s, 2H, SO,NH,), 6,94 (d, J = 1,6 Hz, 1H, 3-
H), 6,62 (dd, J= 8,1, 1,7 Hz, 1H, 5-H), 6,05 (d, /= 1,6 Hz, 1H, NH), 2,90
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(s, 2H, CH,), 2,43 - 2,37 (m, 1H, CH(CH,),), 0,76 (dt, J = 6,6, 3,3 Hz,
2H, CH(CH,),), 0,50 - 0,41 (m, 2H, CH(CH,),); >C NMR (125 MHz,
DMSO-ds) & 146,8 (C-4), 145,5 (C-1), 128,0 (C-6) 123,0 (C-2), 115,9 (C-
5), 112.6 (C-3), 36,4 (CH, linker), 24,5 (NCH), 7,3 (CH(CH,)).

6,6'-(éthane-1,2-diyl)bis(4-cyclopropyl-4H-1,2,4-benzothia-

diazine 1,1-dioxide) (193). Ce composé est obtenu selon la procédure
décrite pour le composé (186) au départ du composé (192) (150 mg, 0,33
mmol) (136 mg, 87 %). m.p.: 298 °C (décomposition) ; 'H NMR (500
MHz, DMSO-dy) 6 8,09 (s, 1H, 3-H), 7,81 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 8-H), 7,53
(s, 1H, 5-H), 7,47 (d, J = 8,1 Hz, 1H, 7-H), 3,26 (m, J = 7,2, 3,9 Hz, 1H,
CH(CH,),), 3,15 (s, 2H, CH, linker), 1,09 (t, J = 6,6 Hz, 2H CH(CH,),),
0,93 - 0,84 (m, 2H, CH(CH,),); >C NMR (125 MHz, DMSO-d) & 151,4
(C-3), 146,6 (C-6), 136,3 (C-4a), 127,2 (C-8), 124,1 (C-7), 120,3 (C-8a),
116,3 (C-5), 36,3 (CH; linker), 32,1 (NCH), 7,3 (CH(CH,),).

4-allyl-2-(méthylamino)benzenesulfonamide (195). Ce composé
est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (184) en utilisant
I’allyltrifluoroborate de potassium, au départ du composé (178) (200 mg,
0,75 mmol) (150 mg, 86 %). 1H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7.52 (dd,
J=38,1, 2,8 Hz, 1H, 5-H), 7.20 (dd, 1H, 2,8, 1,6, 3-H), 6.49 (dd, J = 8,1,
1,6 Hz, 1H, 6-H), 5.94 (m, J = 17,0, 10,1, 3,7 Hz, 1H, CH,-CH=CH,),
5.84 (d,J =49, 1H), 5.12 (m, ] = 17.0, 1,7 Hz, 1H, CH,-CH=CH>), 5.08
—5.02 (m, 10,1, 1,7 Hz 1H, CH,-CH=CH>), 3.34 (d, J = 3,7 Hz, 2H, CH>-
CH=CH,), 2.81 (d, ] =4,9 Hz, 3H, CH;).

(E)-4,4'-(éthéne-1,2-diyl)bis(2-(méthylamino)benzéne-
sulfonamide) (191). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite
pour le composé (189) au départ du composé (195) (200 mg, 0,9 mmol)
(140 mg, 75 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 7,73 (d, J = 8,4 Hz,
1H, 6-H), 7,57 - 7,12 (m, 3H, SO,NH, et 3-H), 7,09 (dd, J = 8,4, 1,4 Hz,
1H, 5-H), 6,45 - 6,49 (m, 1H, NH), 2,86 (s, 3H, CH;).

4,6-diméthyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxyde
(206). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(172) au départ du composé (212) (200 mg, 0,9 mmol) (150 mg, 75 %) ;
m.p.: 141-142 °C ; '"H NMR (DMSO-de, 500 MHz) & 7,95 (t, 1H, NH)
7,40 (d, 1H, 8-H), 6,66 (s, 1H, 5-H), 6,62 (d, 1H, 7-H), 4,63 (d, 2H, 3-H)),
2,92 (s, 3H, NCH3), 2,29 (s, 3H, 6-CHj); °C NMR (125 MHz, DMSO-
de) 6 144,0 (C-6), 143,3 (C-4a), 124,0 (C-8), 120,3 (C-8a), 117,3 (C-7),
113,8 (C-5), 62,3 (C-3), 36,1 (NCH3), 21,6 (6-CH3). Anal. (CoH2N20,S):
calculées: N 13,20 %, C 50,92 %, H 5,70 %, S 15,10 % ; mesurées: N
13,14 %, C 50,61 %, H 5,50 %, S 15,53 %.
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4-cyclopropyl-6-méthyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine

1,1-dioxyde (207). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour
le composé (172) au départ du composé (216) (0,6 g, 2,6 mmol) (454 mg,
75 %). m.p.: 157-158 °C ; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d) & 7,81 (s, 1H,
NH), 7,45 - 7,38 (d, J = 8,0 Hz, 1H, 8-H), 7,08 (s, 1H, 5-H), 6,70 (d, J =
8,0 Hz, 1H, 7-H), 4,63 (d, J = 4,9 Hz, 2H, CH,), 2,32 (d, J = 5,1 Hz, 3H,
CHs;), 0,92 (qd, J = 6,5, 4,2 Hz, 2H, CH(CH,),), 0,65 (q, J = 4,1, 2,8 Hz,
2H, CH(CH>),); °C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & 144,1 (C-6), 142,9
(C-4a), 124,2 (C-8), 120,8 (C-8a), 118,3 (C-7), 114,5 (C-5), 61,1 (C-3),
29,6 (CH3), 21,7 (NCH), 8,4(CH(CH,),). Anal. (C;;H14N>0,S) calculées :
N 11,76 %, C 55,44 %, H 5,92 %, S 13,45 % ; mesurées: N 12,10 %,
C 55,78 %, H 5,99 %, S 13,60 %.

2-amino-4-méthylbenzénesulfonamide (210). La m-toluidine
(208) (10 g, 93,3 mmol) en solution dans le nitrométhane (40 mL) est
additionnée, sur une période de 5 minutes, sur bain de glace et sous
agitation, d’une solution de chlorosulfonyl isocyanate (9 mL) dans le
nitrométhane (25 mL). Un solide en suspension se forme au cours de
I’addition. Le chlorure d’aluminium (14,0 g, 105 mmol) est ajouté a cette
suspension ; dés la fin de I’ajout, la suspension devient une solution
limpide. Le milieu réactionnel est porté¢ a reflux durant 30 min, refroidi
puis versé doucement dans de 1’eau glacée. Le solide est collecté par
filtration et lavé a ’eau. Il est ensuite mis en suspension dans 1’eau puis
extrait trois fois a D’acétate d’éthyle. Les différentes phases organiques
sont rassemblées et séchées sur MgSO4. Le solvant est éliminé par
dépression. Le résidu solide est repris dans I’eau (100 mL) et porté¢ a
pH =12 avec une solution aqueuse de NaOH 10 % m/m, traitée au
charbon et filtrée. Le filtrat est acidifié par une solution aqueuse d’acide
chlorhydrique (12N), le solide résultant est collecté par filtration. Ce
solide est un mélange des deux isomeres (209a et 209b). Ce mélange est
dispersé dans une solution 50 % d’acide sulfurique et porté a reflux durant
6 h. Une fois a température ambiante, le milieu est filtré. Le solide
contient principalement le (209b) laissé intact; le filtrat contient le
composé (210). Apres neutralisation du filtrat avec une solution 40 % en
NaOH, le solvant est ¢liminé par dépression. Le résidu solide est trituré
dans 1’éthanol (200 mL) et filtré. Le filtrat est éliminé par dépression ; le
solide obtenu est recristallis¢ dans un mélange méthanol/eau 1:2 (3,3 g,
19 %) ; m.p.: 121-122 °C (lit. 124-126 °C).
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6-méthyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (211). Ce
composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé (186) au
départ du composé (10) (1,0 g, 5 mmol) (0,8 g, 76 %) ; m.p.: 186-195 °C ;
'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz) & 12,17 (s, 1H, NH), 7,94 (s, 1H, 3-H),
7,69 (d, 1H, 8-H), 7,58 (s, 1H, 5-H), 7,25 (d, 1H, 7-H), 2,39 (s, 3H, 6-
CH;); C NMR (125 MHz, DMSO-de) & 147,5 (C-3), 143,5 (C-6), 134,6
(C4a), 127,7 (C-8a), 123,6 (C-8), 120,1 (C-7), 117,0 (C-5), 21,1 (CH3).

4,6-diméthyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxyde (212). Une
suspension de 6-méthyl-4H-1,2 4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (211)
(1,0 g, 4,62 mmol), carbonate de potassium (2 g), et d’iodométhane
(1,7 mL) dans I’acétonitrile (30 mL) est chauffée a 60 °C durant 3 h. Le
solvant est éliminé par dépression. Le résidu est mis en suspension dans
I’eau (40 mL). Le solide résultant est collecté par filtration, lavé a I’eau et
recristallisé dans 1’acétate d’éthyle (0,73 g, 75 %). m.p.: 269-272 °C ; 'H
NMR (DMSO-dg, 500 MHz) 8,04 (s, 1H, 3-H), 7,76 (d, 1H, 8-H), 7,37 (d,
1H, 7-H), 7,32 (s, 1H, 5-H), 3,59 (s, 3H, NCH3), 2,44 (s, 3H, 6-CHj;); °C
NMR (125 MHz, DMSO-ds) 6 151,1 (C-3), 143,8 (C-6), 135,8 (C-4a),
127,7 (C-7), 124,0 (C-8), 120,2 (C-8a), 116,4 (C-5), 38,0 (NCH3), 21,4
(6-CH3).

2-fluoro-4-méthylbenzénesulfonamide (214). Une portion d’acide
acétique glacial (160 mL) est saturée en SO; (g) durant 30 min. Cette
solution est ensuite refroidie sur bain d’eau glacée et additionnée d’une
solution aqueuse de CuCl, (7 g dans 20 mL) (suspension A).
Parall¢lement, la 2-fluoro-4-méthylaniline (213) (10,0 g, 80 mmol) est
dissoute dans un mélange d’acide acétique glacial (160 mL) et d’une
solution aqueuse d’acide chlorhydrique fumant (40 mL). Cette solution
est refroidie sur bain d’eau salée et glacée (-5 °C) puis additionnée au
goutte-a-goutte d’une solution aqueuse de NaNO; (8 g dans 20 mL,
116 mmol). Apres cet ajout, la solution est lentement versée sur la
suspension A. Aprés 15 min d’agitation, la suspension résultante est
versée sur glace (400 g). Le précipité qui en résulte est collecté par
filtration, lavé a 1’ecau et immédiatement dissous dans du 1,4-dioxane
(150 mL). Cette solution est ajoutée graduellement, sous agitation, a une
solution concentrée d’ammoniaque (300 mL) refroidie sur bain de glace.
Aprées 1’addition, la solution est agitée durant 30 min, la phase organique
et une partie de I’ammoniaque sont retirées sous pression réduite. La
solution/suspension aqueuse résultante est neutralisée par une solution
aqueuse d’acide chlorhydrique (6N). Le précipité ainsi formé est collecté
par filtration, lavé a I’eau et séché. (5,6 g, 37 %). m.p.: 136-137 °C ; H
NMR (500 MHz, DMSO-dq) & 7,66 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 8-H), 7,59 (d, J =
4,7 Hz, 2H, SO;NH>), 7,26 (d, J= 11,3 Hz, 1H, 7-H), 7,17 (t, J = 6,4 Hz,
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1H, 3-H), 2,38 (d, J = 4,0 Hz, 3H, CH;); °C NMR (125 MHz, DMSO-dg)
8 158,9 - 156,9 (d, J = 252,3 Hz, C-2), 145,5 (C-1), 128,8 - 128,7 (d, J =
14,4 Hz, C-6), 128,1 (C-4), 124,9 (C-5), 117,3 - 117,1 (d, 20,8 Hz, C-3),
20,8 (CH3).

2-(cyclopropylamino)-4-méthylbenzénesulfonamide (215). Le 2-
fluoro-4-méthylbenzeénesulfonamide (214) (4,0 g, 21 mmol) est introduit
dans la cuve en téflon hermétiquement close d’une bombe contenant un
mélange de 1,4-dioxane (70 mL) et de cyclopropylamine (3,5 mL, 50
mmol, 2,4 éq). Elle est fermée puis mise au four a 100 °C durant 240 h.
Le solvant et le réactif sont retirés par dépression. Le résidu est repris
dans le méthanol (20 mL) ; le solide restant, qui contient le produit désir¢,
est récupéré par filtration et lavé avec du méthanol et séché. Ce composé
fut utilisé pour 1’étape suivante sans plus de purification (1,7 g, 35 %) ;
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 7,48 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 6-H), 7,23 (s,
2H, SO;NH»), 6,94 (s, 1H, 3-H), 6,58 - 6,49 (m, 1H, 5-H), 6,06 (s, 1H,
NH), 2,45 (dp, J = 9,7, 3,7, 3,2 Hz, 1H, CH(CH)>), 2,29 (s, 3H, CH3),
0,85 - 0,71 (m, 2H, CH(CH,),), 0,50 (p, J = 4,3 Hz, 2H, CH(CH,),); °C
NMR (125 MHz, DMSO-d¢) & 145,4 (C-4), 143,2 (C-1), 128,1 (C-6),
122,6 (C-2), 116,4 (C-5), 113,0 (C-3), 24,5 (CH(CH>),), 21,5 (CH3), 7,3
(CH(CHz)).

4-cyclopropyl-6-méthyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide
(216). Ce composé est obtenu selon la procédure décrite pour le composé
(186) au départ du composé (215) (1,7 g, 7,35 mmol) (0,6 g, 35 %). m.p.:
224-226 °C; '"H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 8,12 (s, 1H, 3-H), 7,77 (d,
J =19 Hz, 1H, 8-H), 7,64 (s, 1H, 5-H), 7,39 (d, J = 8,4 Hz, 1H, 7-H),
3,34 (bs with water, 1H, NCH), 2,48 (s, 3H, CH3), 1,30 - 1,08 (m, 2H,
CH(CH,),), 1,00 (dt, J = 6,9, 49 Hz, 2H, CH(CH>),); °C NMR (125
MHz, DMSO-d¢) ¢ 151,4 (C-3), 143,7 (C-6), 136,5 (C-4a), 127,6 (C-7),
124,0 (C-8), 119,8 (C-8a), 116,5 (C-5), 32,1 (CH3), 21,6 (NCH), 7,3
(CH(CHz)).
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5.1.3 Modélisation

La structure cocristallisée du monomere (64) avec GluA2 -LBD-

L504Y-N775S (PDB code 4N07) fut utilisée comme base au docking. La
protéine cible fut préparée au moyen de Discovery Studio 4.0, la
procédure de docking procedure fut quant a elle conduite au moyen du
programme GOLD 5.3.0. [Jones G. et al. 1997]. Le site de fixation fut
défini comme une shpére de 10 A centrée autour des deux monomeéres
(64), ceci permettant 1’incorporation de ces derniers ainsi que des acides
aminés interagissant avec eux. Les diméres a évaluer furent dessinée au
moyen de ChemDraw (PerkinElmer Informatics) et préparé au docking
avec le logiciel Discovery Studio 4.0 (Accelrys Inc., San Diego,
California, USA). Pour chaque ligand, le nombre d’essaie de 1’algorithm
générique fut fix¢ a 100. La fonction par défaut ChemPLP fut celle
utilisée et sont efficacité de recherche paramétrée a 200%. Apres ces
essaie, le programme GOLD fournit les 20 meilleures solutions trouvées
pour chaque ligand. Ces solutions sont ensuite regroupées en clusters sur
base de la pose adoptée par la molécule. Parmi ces clusters présentant le
plus grand nombre de représentant, le plus représentatif (possédant le plus
haut score PLP) fut conservé. Cette pose fut ensuite utilisée pour la
minimalisation in situ et pour calculer I’énergie libre de liaison. La
minimalisation, le calcule de 1’énergie libre de liaison et les interactions
permettant la visualisation furent déterminée au moyen de Discovery
Studio (DS) 4.0 (Accelrys Inc., San Diego, California, USA). Ces
derniers furent calculé selon le méme protocole DS. Dans ce protocole
I’entropie conformationelle [Sakkiah S. et al. 2013] [Tirado-Rives J. et al.
2006] fut aussi prise en compte (les conformeres furent générés au
moyend de I’algorythm BEST), et le GBMV (generalized Born with

molecular volume) utilisé comme solvant implicite au modele.
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5.1.4 Pharmacologie

5.1.4.1 Western blot

Les cellules exprimant continuellement le récepteur GluA2,(Q) ou
transitoirement le récepteur GluAl sont déposées dans une plaque six
puits. 24 heures apres, les cellules sont déposées sur glace, lysées avec le
tampon RIPA glacé (25 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 1 %
désoxycholate de sodium, 0,1 % SDS ; pH 7,6) contenant un inhibiteur de
protéases (Roche, Basel, Switzerland). Le lysat cellulaire est séparé par
SDS-PAGE (gel d’acrylamide 10 %) et les protéines sont transférées sur
une membrane de fluorure de polyvinylidéne (PVDF). Les membranes
sont placées durant 1 h a RT dans un tampon de fixation (TBS + 0,1 %
Tween-20 (BP337-100, Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
+ 5 % BSA), puis incubées avec les anticorps primaires durant 12 h a 4
°C. HA-GIuA1 a été détecté avec un anticorps monoclonal de lapin anti-
HA (1:1000), et Myc-GluA2 avec un anti-rabbit IgG, HRP-linked
antibody (1:1000). Aprés ringage, les membranes sont incubées 1 h a RT
avec le horseradish peroxidase-conjuguated secondary antibody (Cell
Signaling, 1:2000) correspondant, dilué dans le tampon fixant contenant
5 % de lait en poudre non gras. Les protéines sont révélées en utilisant le
Pierce™ ECL (32106, Thermo Fischer Scientific/Life Technologies,
Waltham, Massachusetts, USA).
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5.1.4.2 Immunofluorescence

Les cellules HEK 293 exprimant GluA2,(Q) sont cultivées sur des
coverslips (VWR, 20x20 mm) traités a la poly-(D-lysine), a 37 °C en
présence de 5 % de CO; pour 24 h. Les cellules sont affamées durant
30 min dans un tampon phosphate (phosphate-buffered saline, PBS).
Elles sont placées sur glace, rincées avec du PBS glacé et figées sur glace
durant 30 min avec une solution de sérum bovin (bovine serum albumin,
BSA) a 2 % dans le PBS. L’anticorps monoclonal anti-HA (1:1000) est
ensuite ajouté. Aprés 1 h, les cellules sont rincées 3 fois avec du PBS
glacé et fixées dans une solution de formaldéhyde 4 % pendant 15 min a
température ambiante. Toutes les étapes suivantes ont été réalisées a
température ambiante. L’autofluorescence est éliminée durant 15 min
avec du NH4Cl (50 mM dans du PBS) et les cellules sont incubées avec
les anti-rabbit IgG, F(ab’), Fragments (Alexa Fluor 647 Conjugate ;
1:1000) durant 1 h a I’abri de la lumicre. Les cellules sont lavées et les
coverslips sont montés sur une lame porte-objet (Marienfield, Germany)
avec du ProLong Gold Artificial contenant du DAPI (Thermo Fischer
Scientific/Life =~ Technologies, = Waltham, Massachusetts, USA).
L’acquisition des images est réalisée en utilisant un microscope confocal

(Nikon A1R).

5.1.4.3 Lignées stables

Des cellules humaines embryonnaires de rein 293 (HEK293) sont
transfectées avec le kit X-Tremegne 9 3-1 (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri, USA). Le vecteur d’expression (un mélange de 2,5 pg de
pcDNA3,1.Myc-GluA2,(Q) ou de pcDNA3,1.Myc-GluKa2 et 7,5 pL
d’X-Tremegne 9 dans un tampon optiMEM) est ajouté sur un dish de

50 mm presque confluent de cellules HEK293. Le jour suivant,

5-190



I’antibiotique de sélection G418 (700 pg/mL) est ajouté au milieu de

culture.

5.1.4.4 Test fluorimétrique AMPA

Les cellules HEK ou de la lignée exprimant le récepteur GluA2,(Q)
sont cultivées en routine dans du DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) contenant 10 % de sérum feetal bovin (FBS). Les mesures
d’intensit¢ de fluorescence ont ¢été réalisées sur un lecteur de
microplaques fluorescent Fluoroskan Ascent FT équipé de deux injecteurs
(Thermo Electron Corporation, Finland). Apres passage a la trypsine, les
cellules sont lavées avec de la Hanks balanced salt solution (HBS,
120 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES,
pH 7,4) et incubées 1 h avec le colorant fluorescent Fluo-4/AM
(5 pg/mL ; Molecular Probes, Invitrogen, Merelbeke, Belgium) a 37 °C.
Ensuite, les cellules sont rincées par deux fois avec du HBS, puis reprises
dans du HBS en suspension homogene. Cette suspension est dispersée en
¢chantillons de 100 pL dans chaque puits d’une plaque 96 puits (densité
de 150 000 cellules/puits) précédemment chargée avec les composés a
évaluer aux diverses concentrations (de 3 x 10°M a 10™* M, avec une
concentration maximale en DMSO = 1 %). Aprés agitation de la plaque
durant 30 s & 1200 rpm, I’émission de fluorescence est lue a 538 nm apres
excitation a 485 nm durant 500 ms par mesure, donnant le niveau de base.
Ensuite, la fluorescence est lue aprés une injection d’une solution
véhicule (PBS) ou d’une solution de glutamate 10 mM (10 pL). Une
derniére mesure est prise apres 15 s d’agitation a 1200 rpm. Les résultats
(ECsp) sont la concentration requise pour atteindre la moitié de I’intensité
maximale calculée par régression non linéaire (GraphPad Prism software,
v. 5,0c Mac OS X, GraphPad Software, San Diego, California) sur un lot
de données prises en triplicata de triplicata. Les points des graphiques
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représentent I’émission moyenne de fluorescence exprimée comme

moyenne +/- SEM.

5.1.4.5 Test fluorimétrique kainate

Les cellules HEK ou de la lignée exprimant le récepteur GluK2,(Q)
sont cultivées en routine dans du DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) contenant 10 % de sérum feetal bovin (FBS). Les mesures
d’intensit¢ de fluorescence ont ¢été réalisées sur un lecteur de
microplaques fluorescent Fluoroskan Ascent FT équipé de deux injecteurs
(Thermo Electron Corporation, Finland). Aprés traitement a la trypsine,
les cellules sont lavées avec de la Hanks balanced salt solution (HBS,
120 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES,
pH 7,4) et incubées 1 h avec le colorant fluorescent Fluo-4/AM (5
pug/mL ; Molecular Probes, Invitrogen, Merelbeke, Belgium) a 37 °C.
Ensuite, les cellules sont rincées par deux fois avec du HBS, puis reprises
dans le HBS en suspension homogéne. Cette suspension est dispersée en
¢chantillons de 100uL dans chaque puits d’une plaque 96 puits (densité
de 150 000 cellules/puits) précédemment chargée avec les composés a
évaluer a des concentrations diverses (de 10°M a 10™ M, avec une
concentration maximale en DMSO = 1 %). Aprés agitation de la plaque
durant 30 s & 1200 rpm, I’émission de fluorescence est lue a 538 nm apres
excitation a 485 nm durant 500 ms, par mesure immédiatement aprés une
injection de solution véhicule (PBS) ou d’une solution de glutamate
10 mM (10 pL, concentration finale 1 mM). Les résultats (ECsg) pour le
(64) sont obtenus de maniére analogue au test AMPA (GraphPad Prism
software, v. 5,0c Mac OS X, GraphPad Software, San Diego, California).
Pour le screening, les différents composés sont évalués a des
concentrations de 10°M jusqu’a 10 M. Le résultat est considéré comme
positif si un profil cinétique en cloche est observé de maniére analogue au
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controle interne de (64) (évalué entre 107 et 10° M). Le screening est

réalisé en triplet de doublet.

5.1.4.6 Patch-clamp

Les cellules HEK293 (European Collection of Cell Cultures, Public
Health England, Salisbury, UK) furent cotransfectées selon le kit
Effectene (QIAGEN, Hilden, Germany) avec la protéine fluorescente
verte (GFP) et GluA2i(Q), GluA3;, ou GluA4; dans un rapport de cDNA
de 1:5. Les cellules furent utilisées 3 jours apres transfection. Apres étre
traitées a la trypsine, elles ont été placées sur des disques traités a la
polylysine le matin de I’expérience (6 h avant manipulation au minimum)

[Larsen, 2017].

Les disques porteurs des cellules ont été¢ placés dans la chambre
d’expérience perfusée, a température ambiante, avec une solution de HBS
(145 mM NaCl, 10 mM HEPES, 2 mM KCl, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCly,
10 mM glucose, ajusté a 310 mOsm/L et pH 7,4 avec du NaOH). Les
pipettes d’enregistrement (résistance 3-6 MQ) ont été remplies avec un
milieu intracellulaire (120 mM CsCH3SOs, 2 mM NaCl, 3 mM MgCl,,
10 mM EGTA, 10 mM HEPES, et 4 mM Na,ATP, ajusté a 300 mOsm/L
et pH 7,2 avec du CsOH) réalisé le jour méme. Des cellules isolées et
fortement fluorescentes ont ¢été choisies pour I’enregistrement. Le
potentiel membranaire a ét¢ maintenu entre -80 mV et -20 mV pour des
enregistrements «cellule entiere» (whole-cells). Les cellules ainsi
attachées ont été placées dans le flux d’un tube théta monté sur un bras

piézoélectrique (P-245,50 and E-470 amplifier; Polytec PI, France). La
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capacitance membranaire et la résistance en série ont été compensées a 80
%. Les mesures de controle ont alors été prises en 1’absence de
modulateur (HBS et glutamate). Le modulateur (64) a ensuite été ajouté
aux deux flux, et I’enregistrement a été fait aprés 5 minutes d’équilibrage.
La solution de modulateur était préparée le jour méme au départ d’une
solution meére de 1 M dans le DMSO. Deux types de courant
glutamatergique ont été étudiés, les applications courtes (1 ms) et longues
(800 ms) de glutamate a une concentration de 1 mM. Les séries
d’enregistrement étaient espacées de 30 s, filtrées a 2,9 kHz et
¢chantillonnées avec une fréquence de 20 Hz par un amplificateur EPC9

(HEKA Elektronik Dr Schulze GmbH, Ludwigshafen/Rhein, Germany).

IGOR Pro (v. 6,22A, WaveMetrics Inc., Lake Oswego, Oregon) a
¢été utilisé pour I’analyse des traces. La ligne de base était corrigée
manuellement pour chaque trace. L’amplitude du courant était mesurée
sur la moyenne de cinq traces stables d’une méme cellule en utilisant les

fonctions internes du programme.

GraphPad Prism (v. 5,0c Mac OS X, GraphPad Software, San
Diego, California) a été utilisé pour I’analyse statistique. Le test ANOVA
avec le post-test de Bonferroni a été utilisé pour évaluer les différences
d’effet du modulateur (64) sur les différents sous-types de récepteurs, tant
sur la désactivation que sur la désensibilisation, avec comme légende :
*Ek p < 0,001, ** p < 0,01, * p<0,05, ns p> 0,05. Les données sont

représentées sous forme de moyenne +/- SEM.
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ABSTRACT: We report here the synthesis of 7-phenoxy-
substituted 3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides
and their evaluation as AMPA receptor positive allosteric
modulators (AMPApams). The impact of substitution on the
phenoxy ring and on the nitrogen atom at the 4-position was
examined. At GluA2(Q) expressed in HEK293 cells (calcium
flux experiment), the most potent compound was 11m (4-
cyclopropyl-7-(3-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-ben-
zothiadiazine 1,1-dioxide, ECy, = 2.0 nM). The Hill coefficient
in the screening and the shape of the dimerization curve in
small-angle X-ray scattering (SAXS) experiments using isolated
GluA2 ligand-binding domain (GluA2-LBD) are consistent

EC. =2.0nM with GluA2-LBD (X-ray)
50 = 2 d
on HEK cells

expressing GluA2(Q)

with GluA2-LBD-N775S
°2 1 gom) ('H,"N-HSQC-TROSY NMR)

with binding of one molecule of 11m per dimer interface, contrary to most benzothiadiazine dioxides developed to date. This
observation was confirmed by the X-ray structure of 11m bound to GluA2-LBD and by NMR. This is the first benzothiadiazine

dioxide AMPApam to reach the nanomolar range.

B INTRODUCTION

L-Glutamate is well-known as the key excitatory neuro-
transmitter in the central nervous system, acting through
activation of metabotropic receptors (mGluRs, coupled to G-
protein) and ionotropic receptors (iGluRs, cation channels)."”
iGluRs are recognized to play a crucial role in the fast excitatory
synaptic transmission. They have been classified into three
subtypes named after their affinity for nonendogenous ligands:
N-methyl-p-aspartic acid (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA), and kainic acid
(KA). Among these three subtypes, AMPA receptors
(AMPARs) have attracted attention, assuming that upregula-
tion of these receptors could lead to cognition enhancement.
This idea has been reinforced, taking into account their critical
involvement in synaptic plasticity” and their involvement in the
mechanism of action of nootropic clrugs.4 AMPARs are thus
considered as an attractive and appropriate target for the

v ACS Publicatiohs © XXXX American Chemical Society

discovery of cognitive enhancers and a potential therapeutic
tool in the management of Alzheimer’s disease.” This strategy
was even found more promising considering their ability to
induce the release of neurotrophic factors in vivo, like BDNE.%”

While AMPAR agonists are expected to exert excitotoxic
effects, AMPAR positive allosteric modulators (so-called
“AMPApams” or AMPAR potentiators) seem more promising,
as they are able to fine-tune AMPAR signals through their
binding at allosteric sites of the receptors and need the
presence of endogenous glutamate to be active.

AMPARs are homo/heterotetrameric complexes assembled
with GluAl—4 subunits.® Each subunit contains an amino-
terminal domain involved in subunit assembly (ATD), a
clamshell-shaped domain providing the binding pocket for
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glutamate (LBD), a transmembrane domain forming the
permeation channel for cations (TMD) and a cytoplasmic
terminal domain (CTD) associated with processes such as
receptor trafficking or regulation.” By their ability to form
bridging interactions between LBD dimers, positive allosteric
modulators stabilize the receptor in its open state and thus slow
deactivation and/or desensitization processes.”'* This may be
achieved either with one or two potentiator molecules per
dimer, thus with two or four potentiator molecules per
AMPAR,11 depending on the occupancy of the A/B/B’/C
and C’ subsites, which constitute the binding cavity, as
previously defined.'*

Among the different AMPAR potentiators,"* 3,4-dihydro-2H-
1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides constitute probably the
most investigated chemical class, as exemplified by recent
publications (Figure 1)."*7"7

s s o Y c S
oo oo oo [oxe}
Cyclothiazide IDRA-21 BPAM121

1 2 3

N N
L %
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A 2
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Figure 1. Structures of selected AMPAR potentiators belonging to 3,4-
dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides.

Taking advantage of the observation by Cordi et al. that an
aryloxy or a heteroaryloxy group at the 7-position of
benzothiadiazine dioxides could favorably impact the potentia-
tor activity on AMPARs,' the present work focused on the 7-
phenoxy-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides,
exploring the influence of monosubstitution of the phenoxy
group introduced at the 7-position. Particular attention was
paid to the study of the binding mode of the new compounds

through characterization with SAXS, NMR, and crystallog-
raphy.

B RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis. The synthetic pathway used to prepare the 7-
phenoxy-substituted 3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-dioxides reported here is illustrated in Scheme 1.

The 7-phenoxy-substituted 3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothia-
diazine 1,1-dioxides 11 series were prepared from the
corresponding intermediates 10 series through a Chan—Lam
coupling reaction with the appropriate phenylboronic acid in
the presence of copper(Il) acetate in dichloromethane. While
the intermediate 10b was obtained as previously described,'® its
4-methylated analogue 10a was prepared via an alternate
pathway, starting from 7-methoxy-4H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-dioxide 7." After alkylation on the 4-nitrogen atom using
methyl iodide in the presence of potassium carbonate in
acetonitrile and saturation of the double bond in the 2,3-
positions by means of sodium borohydride, conversion of the
methoxy at the 7-position into a hydroxyl group was achieved
with boron tribromide in dichloromethane giving access to 10a.

Substituents inserted on the nitrogen atom at the 4-position
were selected according to the previously reported structure—
activity relationships."”>° While the introduction of the
cyclopropyl group in this position was clearly the optimal
choice and could thus not be neglected, we decided to also
investigate the impact of the insertion of the smallest alkyl
radical, namely the methyl group.

Measurement of GluA2-Induced Calcium Flux in
HEK293 Cells. The new set of compounds was evaluated in
vitro as AMPAR potentiators using a fluorescence-based
calcium assay performed on HEK293 cells stably expressing
the AMPAR GluA2(Q) in order to evaluate the effect of the
compounds on the glutamate-evoked channel opening. For
each compound, the pECy, (negative logarithm of the
modulator concentration responsible for 50% of the glutamate
maximal effect at 1 mM) value was determined. Results
obtained with this newly developed pharmacological assay were
in good agreement with results obtained with previously used
methods: for example, the mean ECy, values obtained with a
previous fluorescence-based calcium measurement assay
induced by 300 M AMPA on primary cultures of neurons
from a rat embryonic cortex”" for S, 11h, and 110 were 0.9, 1.0,

Scheme 1. Synthetic Pathway of 7-Phenoxy-Substituted 3,4-Dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxides”
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10a (R;=CHy) "
10b (R4=CH(CHy),)

11a: Ry=CH,, R=H
11b: R4=CHg, R=0-CHj

'3
11 R4=CHg, R=m-OCHj
11g: R4=CHg, R=p-OCH,

11h: R;=CH(CH,),, R=H
11i: R4=CH(CHj),, R=0-CHs
11j: R4=CH(CHj), R=m-CHy
11k: R4=CH(CHj), R=p-CHs
111: R4=CH(CHj),, R=0-OCHj
11m:R,=CH(CH,),, R=m-OCHj
11n: Ry=CH(CHy),, R=p-OCHj
110: Ryg=CH(CHy),, R=m-CN

“Conditions: (i) CH;l, K,CO;, CH;CN, 60°C, 3 h (81%); (i) NaBH,, 2-propanol, rt, 45 min (78%); (iii) BBr;, CH,Cl,, t, 6 h (76%); (iv)
adequately substituted phenylboronic acid, Cu(OAc),, molecular sieves, CH,Cl,, 40°C, S h (13—74%).

B
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Table 1. Potentiating Effects of 7-Phenoxy-Substituted 3,4-Dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxides on the Calcium
Flux Induced by 1 mM Glutamate on HEK293 Cells Stably Expressing the GluA2(Q) Subunit and Hill Coefficient

F
N rl\l Y \N R EA
OO JO0E S0 Gl OO
ol //s\\,NH al - \\,N\ . /§:NH N //S\\,NH S No //S\\,NH
[ele] oo oo [ele] [ele]
3 4 12 1
compound R, R pECy” corresponding ECS(,[’ Hill coefficient”
3 4.690 + 0.013 (3) 204 30 +02(3)
4 4.728 + 0.012 (3) 18.7 3.0+ 0.1 (3)
5 6.090 + 0.004 (3) 0.81 35+01(3)
12 4296 + 0.008 (3) 50.6 3.0+ 0.1 (3)
11a CH, H S.118 + 0.019 (3) 7.62 14+ 01 (3)
11b CH, 0-CH, <5(3) 10.0 nd
1lc CH, m-CH, 6.408 + 0.015 (3) 0.39 23+02(3)
11d CH, p-CH, 6.020 + 0.013 (3) 0.95 2.1+01(3)
1le CH, 0-OCH;, <5 (3) >10.0 nd
11f CH, m-OCHj, 6431 + 0.030 (3) 0.37 23+ 04 (3)
11g CH, p-OCH,4 5229 + 0.035 (3) 5.90 1.7 + 02 (3)
11h CH(CH,), H 6.147 + 0.033 (3) 0.71 13401 (3)
11i CH(CH,), 0-CH, 4.807 + 0.022 (3) 15.6 17 £0.1 (3)
11j CH(CH,), m-CH, 7.336 + 0.027 (3) 0.08 1.1+ 0.1 (3)
11k CH(CH,), p-CH, 5496 + 0.021 (3) 3.19 19 +02 (3)
111 CH(CH,), 0-OCHj, 4.807 + 0.018 (3) 15.60 23+02(3)
11m CH(CH,), m-OCH, 8.700 + 0.049 (6) 0.002 14 + 02 (6)
11n CH(CH,), p-OCH, 5.740 + 0.023 (3) 1.82 1.5 +0.1 (3)
1lo CH(CH,), m-CN 6.343 + 0.018 (3) 045 1.7 + 0.1 (3)

“pECs, = negative logarithm of AMPAR potentiator concentration responsible for 50% of the maximal effect (mean = SEM (n)). *Mean
concentration responsible for 50% of the maximal effect, in uM. “Mean value + SEM (n).
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Figure 2. Measurement of GluA2-induced calcium flux in HEK293 cells. (A) Comparison of two activity curves obtained with 11d and S. (B)
Comparison of the mean Hill coefficient obtained with the two sets of compounds. The boxes represent the distribution of the values corresponding
to the Hill coefficient collected for the two sets; they include a medium line depicting the corresponding mean value for each set and the error bars

corresponding the standard error to the mean.

and 0.4 uM, respectively (n = 3). These values are close to
those obtained here in heterologously transfected HEK293 cells
(ECqy values of 0.81, 0.71, and 0.45 uM, respectively; Table 1).

As previously noticed in other series,” the introduction of a
cyclopropyl group on the nitrogen atom at the 4-position is in
most cases more favorable for the activity than introduction of a
methyl group (compare 11a vs 11h, 11c vs 11j or 11f vs 11m).

Exploration of the nature of the substitution of the phenoxy
moiety was limited but showed that a methyl group seemed to
have the same impact on activity as a methoxy group (see 11b/
11c/11d vs 11e/11f/11g and 11i/11k vs 111/11n). However,

in the 4-cyclopropyl series, the methoxy group surprisingly
exerts a drastic change of the activity profile when positioned in
the meta position of the phenoxy moiety (see 11m, ECyy = 2.0
nM vs 11j, ECy, = 46.1 nM). This leads to the most powerful
AMPAR  potentiator ever designed in our series, namely
compound 11m.

The position of the substitution was found critical for the
activity: the rank order of potency was observed following the
sequence meta > para > ortho. While the meta position for the
phenoxy substitution was found to be the best option, the
absence of a substitution was found to have a neutral to rather
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Figure 3. GluA2-LBD-N775S dimerization using SAXS. (A) Dimerization models assuming one site per dimer interface and two sites per dimer
interface. K} is the dimerization constant and Kj is the intrinsic binding constant. R is the GluA2-LBD-N775S monomer and M is the free modulator
concentration. The model is written to exclude cooperativity of binding. (B) The fraction of dimer observed in the SAXS experiment as a function of
the total modulator concentration using various allosteric modulators and different concentrations of GluA2-LBD-N775S. For compound 11m, the
curves are shown in different shades of blue, with the lightest corresponding to the highest concentration of protein. The change in shape of the
curve is due to the fact that the protein concentration is in the same range as the modulator concentration, so that it is particularly limiting in the
lower ranges of modulator concentration. The lowest protein concentration in this series has a shallow slope similar to that of HFMZ, suggesting one
binding site per dimer interface. The steeper slope of the 11m curve at increasing protein concentrations is caused by the modulator/protein ratio
depleting the free modulator. At higher protein concentrations, the dimer fraction becomes particularly limited by the lower range of modulator

concentrations.

positive effect comparing to ortho or para substitution (see 11a
vs 11b/11e/11g or 11h vs 11i/11k/111/11n). This trend was
only contradicted with the methyl group in the para
substitution (1la vs 11d) in the series bearing a methyl
group on the nitrogen atom at the 4-position.

Based on the fact that the meta position of the phenoxy
group was critical, the preparation of a 7-phenoxy compound
substituted with a cyano moiety at the meta position was
envisaged in order to evaluate the influence of a strong
electron-withdrawing group. This compound (110) was found
less active than the methyl or methoxy analogues (11j and
11m) and nearly as potent as the unsubstituted phenoxy
compound (11h). This observation could be explained by the
steric interactions of the corresponding group in the meta
position.

Looking at the slope of the concentration—response
sigmoidal curves generated in our new functional assay (see
Figure 2A for two representative profiles obtained with 11d and
reference compound §, respectively) and keeping in mind the
observations previously made with SAXS data,'' the Hill
coefficient™ was examined for each curve. This feature of the
curve reflects the existence of multiple binding sites in the
receptor and enables determination of the binding stoichiom-
etry. This permitted to compare the new compounds 11 and
the references 3, 4, 5, and 12 (see Table 1 and Figure 2B). The
collected data suggest a distinct stoichiometry for 7-phenoxy
compounds 11 compared to reference compounds 3, 4, S, and
12; whereas reference compounds bind in two copies on the
interface (as previously demonstrated for 5°°), the compounds
11 bind in one copy. This trend observed here might be
explained by a difference in the binding mode within the dimer
interface. The figures suggest that the new set of compounds

constitutes a unique subclass in our series of benzothiadiazine
dioxides designed to date (Figure 2B). Further investigations
(SAXS, crystallography, and NMR) presented hereafter
corroborate this observation.

Small-Angle X-ray Scattering (SAXS). The isolated
GluA2-LBD-N775S shows only a weak propensity for
dimerization, but the ability of allosteric modulators to stabilize
dimer formation can be used to assess both affinity and
stoichiometry."' SAXS provides a measure of GluA2-LBD-
N775S dimerization because the scattering profile of the
GluA2-LBD-N775S changes markedly upon dimerization
allowing the contributions of monomer and dimer curves to
be determined by standard fitting routines (OLIGOMER).”*
The fraction of dimer at each modulator condition is then
modeled using the schemes shown in Figure 3A. All curves
were fit simultaneously, with a common K, value (dimerization
constant) and Kj values (intrinsic equilibrium dissociation
constants) specific to the individual modulator. The choice of
model (one or two sites per dimer interface) was based on the
slope of the curve and the fit of the model to the data. As
shown in Figure 3B, the dependence of dimerization on the
concentration of allosteric modulator can have quite different
slopes depending upon which modulator is used. As shown
previously,“ those modulators that bind to one site per dimer
interface exhibit a relatively shallow slope (HFMZ in Figure
3B),"” while those that bind to two sites show a much steeper
slope (cyclothiazide 1).”° This is not due to cooperativity of
modulator binding but rather a consequence of the fact that the
two-site model assumes that dimerization is stabilized further
with each successive occupancy. Two of the compounds in
Figure 1 (S and 3) show a steeper slope consistent with binding
to two sites per dimer interface (consistent with the crystal
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structures of 5*° and 3, see below in this paper). Reference
compound 5 (K; of 9 X 1077 M) is somewhat more potent
than reference compound 3 (K; of 2 X 107° M). This is in
contrast to the calcium flux experiments that show a
considerably larger difference between the two compounds.
The SAXS experiments are not directly comparable to
measurements of the intact receptor because the mechanism
involves the dimerization of two identical soluble proteins with
an extremely weak dimerization constant (approximately 32
mM), leading to an EC, considerably higher than that
measured in the intact receptor. Kj is the intrinsic binding
constant for the interaction of the modulator with the GluA2-
LBD-N775S dimer. This, in principle, should be the same in
the intact receptor. The difference is that in the intact receptor,
the two monomers within the dimer are held in close proximity
by the structure, and the formation of the dimer interface can
be seen as a favorable conformation transition rather than a
weak protein—protein interaction involving the diffusion of two
independent proteins. For this reason, the ECy, measured in
the intact receptor is generally lower than that observed in the
SAXS measurements. (See the supplement to Ptak et al.'' for a
further discussion of this point.) The calcium flux measure-
ments suggest that compound 1lm is several orders more
potent than the reference compounds 3 and S. This raised a
difficulty in the SAXS measurements because typical protein
concentrations are higher than the affinity for this compound,
suggesting that modulator rather than protein would be
limiting. This was approached by using several low concen-
trations of GluA2-LBD-N775S and signal averaging three
independent data sets. The shapes of the dimerization curves
indicated that at some of the concentrations tested, the
modulator was indeed limiting. This is reflected in the shape of
the dimerization curves, which become increasingly steep as the
protein concentration increases (Figure 3B). By using a
numerical fitting routine described in the Experimental Section
that takes into account the limiting modulator concentration,
the affinity of compound 11m could be determined for a model
assuming one binding site per dimer interface. At the lowest
protein concentration, the dimerization slope was similar to
that of HFMZ, further supporting a model with one site per
dimer interface, consistent with the crystal structure described
below. The four curves for compound 11m shown in Figure 3B
were generated with a K, of 32 mM and K; of 5 X 107! M.
The change in the shape of the curve with increasing
concentration does not reflect an increase in stoichiometry
but is solely a predictable consequence of a limiting modulator
concentration. In fact, this change in shape provided a
significant constraint on the value of K;. Overall, the SAXS
measurements show that compound 3 and $ both bind in two
copies per dimer interface and are of considerably lower affinity
than compound 11m, which occupies only one site per dimer
interface.

Structure Determination. To investigate the binding
mode of the highly potent compound 11m, and especially
how the larger substituent in the 7-position is located in the
binding site, the GluA2-LBD was crystallized in complex with
11m. In addition, the GluA2-LBD-L504Y—N775S was crystal-
lized with the reference compound 3. This compound differs
from previously crystallized BTDs as it contains a fluoro-ethyl
group at N-4 and chlorine at the C-7 position. The structures
were determined at 2.00 and 1.78 A, respectively (Table 2).

GluA2-LBD with 11m. The GluA2-LBD in complex with
11m crystallized with three molecules in the asymmetric unit,

forming two biological dimers (molA/molB (Figure 4A) and
molC/symmetry-related molC). Glutamate is present in the
orthosteric-binding site of all three protein molecules, leading
to D1-D2 domain closures of 19—-21°.

Unambiguous electron density was identified at the interface
of both dimers corresponding to 11m (Figure 4B). As
suggested by the Hill coefficient in the calcium flux assays
and the shape of the dimerization curve in the SAXS data, only
one molecule of 11m can occupy the modulator-binding sites at
a time, leading to two alternative binding modes with the BTD-
scaffold positioned in one of the two binding sites seen in the
structure of GluA2-LBD with compound 5. Due to the
symmetrical dimer, the binding mode of the two molecules of
11m is rotated 180° relative to each other. The occupancy of
the modulator and corresponding water molecules was refined
to 0.55/0.45 for molA/molB and 0.46 for molC. The 7-
substituent occupies the second binding site together with three
water molecules (W1—W3), occupying the same space in the
binding site as the sulfonamide of 11m in the alternate binding
mode. Compound 11m belongs to the shifted thiazide class of
modulators, with the BTD scaffold primarily located in subsite
C but the 7-(3’-methoxyphenoxy) substituent spanning subsite
A with the 3'-methoxy moiety oriented toward subsite B’
(Figure 4C). Previous studies of thiazide modulators (class i
and ii) have shown that most of these compounds do not reach
into subsite A and thus can bind two molecules in the dimer
interface.'”

One hydrogen bond is formed from the sulfonamide N atom
of 11m to the backbone O atom of Pro515. The three water
molecules (W1-W3) found to occupy the second BTD
binding site together with the 7-(3’-methoxyphenoxy)
substituent do not form polar contacts with the 7-(3'-
methoxyphenoxy) substituent, but instead establish a network
of polar contacts from the backbone O atom of Pro515 on one
side of the dimer to the backbone N atom of Gly752 and O
atom 11eS02 on the other side (Figure 4C). Multiple nonpolar
interactions are possible from 11m to surrounding residues
within 4 A. The BTD scaffold forms contact to LysS14, ProS1S,
Phe516, Met517, Ser518, Asn775, and Leu780 from one
protein chain and Ile502, Pro515, Ser518, Ser750, Lys751, and
Gly752 from the opposite protein chain in the dimer
comprising molA and molB. Almost identical interactions are
seen in the symmetry-generated dimer (molC/sym-molC);
however, in molC, the contact to SerS518 is replaced by a
contact to Leu772 in the same chain. Although no polar
contacts are established from the 7-(3’-methoxyphenoxy)
substituent to surrounding residues, the substituent engages
in nonpolar interactions with nine of the 12 same residues as
the BTD scaffold: Ser750 and Lys751 from one protein chain,
and ProS15, PheS16, MetS17, Ser518, Gly752, Asn775, and
Leu780 from the opposite chain. Thus, binding of one molecule
of 11m to a large extent recreates the interactions seen when
two molecules of § bind in the dimer interface. In addition, the
benzene ring of the 7-phenoxy substituent is positioned to form
pi-stacking interactions with the backbone amide bonds
between Lys751-Gly752 in one subunit and Met517-Ser518
in the other subunit. These observations, combined with
smaller entropy loss upon binding of one instead of two
molecules, may explain the 40-fold better potency of 11m
(EC4p = 2.0 nM) compared to 5 (ECs, = 813 nM).

The activity for the newly synthesized series of compounds
was found to correlate with the position of the substituent on
the 7-phenoxy moiety in the following order: meta > para >
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Table 2. Crystal Data, Data Collection, and Refinement Statistics for the GluA2-LBD-L504Y—N775S in Complex with 3 and

GluA2-LBD in Complex with 11m

Crystal Data

PDB entry

space group

unit cell: a, b, ¢ (A)
units cell: f (°)

molecules in a.u.”

Data Collection

wavelength (A)
resolution” (A)

no. of unique reflections
average redundancy
completeness (%)
R’

I/ol

Wilson B (A?)

Refinement

amino acid residues

glutamate/modulator

acetate/sulfate/Zn/Cl

glycerol/PEG/ethylene glycol/citrate/water
Ryort"/Riee”

average B values (A?) for amino acid residues
average B values (A?) for glutamate/modulator
average B values (A?) for acetate/sulfate/Zn/Cl
average B values (A?) for glycerol/PEG/ethylene glycol/citrate/water
RMSDs: bond lengths (A)

RMSDs: angles (°)

Ramachandran plot (%): outliers
Ramachandran plot (%): favored

rotamer outliers”

Cp outliers’ (%)

clash score/

complex

3 11m
SO9A SOEW
P2, P2,2.2
47.31, 9841, 121.79 114.70, 164.37, 47.33
90.53 90
4 3
0.979 1.000
49.20—1.78 (1.88—1.78) 29.27-2.00 (2.11-2.00)
106755 (15 582) 61361 (8859)
3.7 (3.6) 4.1 (4.1)
100 (100) 99.8 (99.8)
0.063 (0.377) 0.087 (0.313)
104 (2.0) 6.5 (2.0)
13.6 17.5
263/264/263/260 261/259/261
4/4 3/2
—/16/-/7 4/-/18/—
3/1/1/1/1186 —/=/=/-/522
0.15/0.18 0.17/0.19
18/25/17/24 27/28/23
12/15 18/15
—/60/—/53 46/-/64/-
49/47/46/30/29 —/=/=/-/34
0.01 0.03
0.79 0.61
0 0
99.2 99.4
1.0 1.0
0 0
0.74 0.56

“a.u.: asymmetric unit of the crystal. Values in parentheses correspond to the outermost resolution shell. “Ryeyg is calculated as follows: I(hKl) is the
intensity of an individual measurement of the reflection with Miller indices hkl, and I(hkl) is the intensity from multiple observations. Rierge = o
YAL(hkD) — I(hkD /Y 2 (L(HKD. “Roortc = Yt \Fops — Fead/ Yt |Fopsl where Fy and F.y are the observed and calculated structure factor
amplitudes, respectively, for reflection hkl. “Rg, is equivalent to R, but is calculated with 5% of reflections omitted from the refinement process.

MolProbity statistics.*

ortho. From the structure of 11m bound to GluA2-LBD, this
ranking might be explained. Introduction of substituents in the
ortho position, even a methyl group, would require changes in
the conformation or binding mode of the modulator or protein
rearrangements to avoid steric clash with Met517-Ser518.
Likewise, large substituents in the para position will lead to
clash with protein residues and interference with the
intermolecular hydrogen bond between the side-chain ND2
atom of Asn775 and the backbone O atom of Ser750, whereas
the meta position of the 7-phenoxy moiety holds the most
space for introduction of substituents. The m-OCH; in 11m
has several van der Waals contacts to both protein molecules,
which would be less with an m-CH; group (11j). This might
explain the better potency of 11m compared to 11j. However,
an m-CN as in 110 would lead to steric clash with the protein
and would require changes in the conformation or binding
mode of the modulator or protein rearrangements.
GluA2-LBD-L504Y—N775S with 3. Compound 3 was
crystallized in complex with GluA2-LBD-L504Y—N775S in the
presence of glutamate. This mutant has previously been used in

several studies addressing modulator binding (see Krintel et
al'): the complex crystallized with four molecules in the
asymmetric unit, forming two biological dimers (molA/molB
(Figure SA) and molC/molD). Glutamate binds in all four
protein molecules, leading to D1-D2 domain closures of 20—
22°.

Unambiguous electron density was identified at the interface
of both dimers corresponding to 3 (Figure SB). Two molecules
of 3 bind at the dimer interface in subsite C, as seen with other
BTD containing compounds like 5** and 12.>' One hydrogen
bond is formed from the sulfonamide N atom of 3 to the
backbone O atom of Pro515 (Figure SB) as also seen in the
GluA2-LBD structure with 11m. Ser518 adopts two different
side-chain conformations in all four protein molecules, one
pointing away from the modulator and one pointing toward it.
When the side chain of Ser518 points toward the modulator, it
allows for the formation of a hydrogen bond at the 7-chlorine
atom (distances of 3.1—3.2 A). However, the occupancy of the
side chain in this conformation is only 30%, consistent with the
fact that the chlorine atom is expected to be a poor proton
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Figure 4. Structure of GluA2-LBD in complex with glutamate and the AMPAR potentiator 11m. (A) Cartoon representation of the GluA2-LBD
dimer (molA in white and molB in dark salmon) with glutamate shown in blue sticks representation and the two binding orientations of 11m in
green and black, respectively. Nitrogen atoms are blue, oxygen atoms red, and sulfur atoms yellow. (B) Compound 11m binds to one site in the
dimer interface. However, because of the symmetry of the dimer interface, two overlapping copies of the compound are observed in the crystal
structure, only one of which is present in any given dimer. A 2F,-F, OMIT map (gray mesh, contoured at 0.5 & and carved around the modulator at
2.0 A) is shown with the two orientations of 11m. Six water molecules are shown as spheres: green water molecules are present together with 11m in
green orientation and black water molecules with 11m in black orientation. (C) Compound 11m primarily occupies subsites A and C in the
allosteric binding site. GluA2 residues are shown in line representation, green orientation of 11m in sticks representation. Hydrogen bonds are
shown as dashed black lines and water molecules within 4 A of 11m as red spheres. The binding mode of two molecules of 5 (light green sticks) is

shown for comparison.

acceptor.”” Introduction of larger substituents at the 7-position
is likely to cause steric clash with Met517 and Ser518, in
agreement with previous observations that the potency
decreases with iodine and methyl substituents."” However,
the introduction of a smaller substituent in the 7-position, such
as the fluorine analogue of 3 (EC,, = 11.3 uM), leads to an
increase in potency compared to 3 with chlorine in the 7-
position (EC,, = 18.8 ;4M).28

The alkyl chain of 3 is bent to a U-shaped conformation,
where the fluorine atom points toward the chlorine atom of the

neighboring modulator molecule with a C—Cl---F bond angle
of 165° (Figure SB). The Cl—F distances between the two
neighboring molecules of 3 are 4.1—4.4 A. Chlorine, due to the
charge distribution of a soft halogen, has an electropositive tip,
called sigma-hole (Figure 5C).*>*° This leads to a favorable
interaction between the chlorine and the electronegative
fluorine. The aromatic ring system in 3 shows van der Waals
contacts to the 7-chlorine atom of the neighboring molecule of
3 with a shortest distance of 3.4 A.
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Figure S. Structure of GluA2-LBD-L504Y—N775S in complex with
glutamate and the AMPAR potentiator 3. (A) Cartoon representation
of the GluA2-LBD-L504Y—N775S dimer (molA in white and molB in
dark salmon) with glutamate shown in a blue stick representation and
two molecules of 3 in orange. Nitrogen atoms are blue, oxygen atoms
red, and sulfur atoms yellow. (B) The two molecules of compound 3
primarily occupies subsites C in the allosteric binding site. GluA2
residues are shown in line representation, 3 in stick representation, and
water molecules within 3.5 A of modulator as red spheres. Hydrogen
bonds up to 3.2 A are shown as dashed black lines. F—Cl distances
(4.1—4.4 A) are indicated as red dashed lines. A 2F -F. OMIT map is
shown as a gray mesh, contoured at 1 ¢ and carved around the
modulator at 1.8 A. (C) The electrostatic potential map on the
electron density map of 3 is represented in rainbow colors. Potentials
below —15 kcal/mol are shown with red and above +20 in magenta.
The electropositive tip (3 kcal/mol) of chlorine can make a halogen
bond to the electronegative (—14 kcal/mol) fluorine. The electrostatic
potential of 3 was calculated using Jaguar in MAESTRO (v.10.1;
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015) with the cc-PVDZ basis set
and B3LYP hybrid potential.

NMR Spectroscopy. The GluA2-LBD-N775S was uni-
formly labeled with >N and, on an 800 MHz spectrometer,
'H,N-HSQC-TROSY spectra were collected in the presence
and absence of 90 uM compound 11m. A significant fraction of
the protein was dimerized as indicated by line broadening and
the presence of new broadened peaks. Peaks in the dimer
interface formed by the binding of 11m were significantly
shifted and not readily assigned in this spectrum. However, on
the periphery of the dimer interface, the change in chemical
environment was less pronounced such that the peak shifts
were smaller. An example is Gly760 (Figure 6), which clearly

A

113

(dimer. molecule A ﬂ
ere0 @

B 114 D)
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e 4
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Figure 6. GluA2-LBD-N775S dimerization using NMR spectroscopy.
(A) Portion of the H,""N-HSQC-TROSY spectra at 800 MHz showing
monomeric GluA2-LBD-N775S in black and the partially dimerized
spectrum bound to compound 11m in red. (B) Structure of the dimer
of GluA2-LBD-N775S (PDB entry 3DP6) with G760 shown as a blue
sphere.

shows two new peaks formed by the binding of compound 11m
and dimerization. Simple dimerization would not produce two
new peaks because the dimer interface is symmetrical.
Consistent with the crystal structure and SAXS results, the
binding of one molecule of compound 1lm to the dimer
interface breaks that symmetry, producing two peaks.

Bl CONCLUSION

With the aim of exploring the influence of monosubstitution of
the phenoxy ring introduced at the 7-position of the
benzothiadiazine dioxide scaffold, we developed a synthetic
pathway giving access to the preparation of 15 compounds. We
also developed a new medium-throughput fluorimetric assay in
order to screen this series.

The first part of the work led to highlight the high potency of
11m, with an ECy; = 2.0 nM (calcium flux experiment); this in
vitro activity was found to be the highest in comparison with
our previous lead structures. Interestingly, the activity curves
obtained for the new compounds shared a much lower Hill
coefficient than the curves obtained with reference compounds
from our library. Considering this interesting activity profile,
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attention was thus focused on the characterization of the
binding mode of the most active compound 11m in the series
via complementary SAXS, NMR, and crystallography.

SAXS data first corroborated the high affinity of 11m and
confirmed that this compound occupies only one site per dimer
interface, contrary to most benzothiadiazine dioxides developed
as AMPAR potentiators. Structure determination of GluA2-
LBD in complex with glutamate and 11m confirmed that only
one molecule of 11m binds at the dimer interface and revealed
the detailed binding mode. Compound 11m primarily occupies
subsites A and C. Results obtained with NMR spectroscopy
were found to be consistent with the X-ray and SAXS data.

From these observations, compound 11m behaves as two
molecules of the reference compound §, since 11m is able to
recreate the interaction observed after two molecules of
compound $ binds into the allosteric pocket. Altogether, the
data collected in this second part confirmed that compound
11m belongs to a singular subclass of the benzothiadiazine
dioxides developed so far.

The binding mode of compound 3 was characterized using
SAXS and crystallography. Compound 3 binds in two copies
per dimer interface and occupies subsites C within the allosteric
pocket. A chlorine—fluorine interaction between the two
neighboring molecules was found.

This study suggests that 3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadia-
zine 1,1-dioxide is (still) a very interesting scaffold to develop
new powerful AMPAR potentiators. Keeping this idea in mind,
efforts should now be focused toward the design of new BTDs
in order to further map the GluA2-LBD and develop powerful
pharmacological tools useful to refine knowledge of the
AMPAR biology.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Procedures. Melting points were determined on a Biichi
Tottoli capillary apparatus and were uncorrected. The 'H and >C
NMR spectra were recorded on a Bruker Avance (‘H: 500 MHz, "*C:
125 MHz) instrument using deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-
ds) as the solvent with tetramethylsilane (TMS) as an internal
standard; chemical shifts were reported in § values (ppm) relative to
that of internal TMS. The abbreviations s = singlet, d = doublet, t =
triplet, g = quadruplet, m = multiplet, and bs = broad singlet were used
throughout. Elemental analyses (C, H, N, S) were realized on a
Thermo Scientific Flash EA 1112 elemental analyzer and were within
+0.4% of the theoretical values for carbon, hydrogen, and nitrogen; a
higher tolerance (+0.75%) was admitted for sulfur, considering its
corresponding peak shape. This analytical method certified a purity of
>95% for each tested compound. All reactions were routinely checked
by TLC on silica gel (Merck 60 F254).

7-Methoxy-4-methyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxide
(8). The mixture of 7-methoxy-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide
(7)" (10.0 g, 47.2 mmol), potassium carbonate (20 g), and methyl
iodide (15 mL) in acetonitrile (300 mL) was heated at 60 °C for 3 h.
The solvent was removed by distillation under reduced pressure, and
the residue was suspended in water (400 mL). The resulting insoluble
material was collected by filtration, washed with water, dried, and
recr?lstallized in ethyl acetate (8.6 g 81% yield): mp 204—206 °C
(1it.”* 205-209 °C); 'H NMR (DMSO-d,, 500 MHz) & 3.61 (s, 3H,
NCH,), 3.87 (s, 3H, 7-OCH,), 7.31 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H), 7.38 (dd,
J=9.3,2.9 Hz, 1H, 6-H), 7.49 (d, ] = 9.3 Hz, 1H, 5-H), 8.01 (s, 1H, 3-
H); 3C NMR (DMSO-dg) 5 38.0 (NCH}), 56.0 (O—CHS), 106.1 (C-
8), 118.6 (C-5), 120.9 (C6), 123.6 (C-4a), 129.6 (C-8a), 150.3 (C-3),
157.4 (C7).

7-Methoxy-4-methyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-Dioxide (9). The solution of 4-methyl-7-methoxy-2H-1,2,4-
benzothiadiazine 1,1-dioxide (8) (6.0 g 27 mmol) in 2-propanol
(300 mL) was supplemented under stirring with sodium borohydride

(3.0 g 80 mmol). After 45 min of stirring the mixture at room
temperature, the solvent was removed by distillation under reduced
pressure and the residue was suspended in water (250 mL). The
alkaline suspension was adjusted to pH 7 with 0.1 N HCI and
extracted 3-fold with chloroform (3 X 250 mL). The combined
organic layers were dried over MgSO, and filtered. The filtrate was
concentrated to dryness under reduced pressure, and the residue of the
title compound was recrystallized in methanol/water 1:2 (4.7 g, 78%
yield): mp 127-129 °C (lit."® 126—128 °C); 'H NMR (DMSO-d,,
500 MHz) & 2.89 (s, 3H, NCH3), 3.73 (s, 3H, 7-OCH;), 4.57 (s, 2H,
3-CH,), 6.87 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, S-H), 7.04 (d, ] = 3.0 Hz, 1H, 8-H),
7.09 (dd, J = 92, 3.0 Hz, 1H, 6-H), 8.05 (s, 1H, 3-H); *C NMR
(DMSO-dy) 6 36.7 (NCH,), 55.6 (O—CH), 62.4 (C-3), 107.4 (C-8),
1162 (C-5), 121.0 (C-6), 123.3 (C-4a), 138.8 (C-8a), 150.5 (C-7).

7-Hydroxy-4-methyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-Dioxide (10a). The solution of 7-methoxy-4-methyl-3,4-dihydro-
2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (9) (5.0 g 21.9 mmol) in
dichloromethane (200 mL) was cooled at —30 °C and then
supplemented with boron tribromide (16 mL). After 6 h of stirring
the mixture at room temperature, water (200 mL) was carefully
poured in the reaction mixture and the organic solvent was removed
by distillation under reduced pressure. The aqueous layer was
extracted with ethyl acetate (3 X 200 mL). The collected organic
layers were dried over MgSO, and filtered. The filtrate was evaporated
to dryness, and the residue was crystallized in dichloromethane and
dried (76% yield): mp 165—166 °C (lit."* 168—172 °C); 'H NMR
(DMSO-dy) & 2.85 (s, 3H, NCH,), 4.52 (s, 2H, 3-CH,), 6.78 (d, J =
9.8 Hz, 1H, 5-H), 691 (m, 2H, 6-H/7-H), 7.99 (bs, 1H, 2-H), 9.31
(bs, 1H, 7-OH); *C NMR (DMSO-dg) & 36.9 (NCH,), 62.5 (C-3),
1092 (C-8), 116.5 (C-5), 121.4 (C-6), 123.8 (C-4a), 137.6 (C-8a),
148.6 (C-7).

General Synthetic Pathway to Obtain 7-Phenoxy-Substi-
tuted 4-Alkyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Diox-
ides 11. A solution of the appropriate 4-alkyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-
benzothiadiazine 1,1-dioxide 10 (1.7 mmol) in dichloromethane (60
mL) and pyridine (10 drops), molecular sieves (S g), the adequately
substituted phenyl boronic acid (2.5 mmol), and copper(II) acetate
(2.5 mmol) was stirred at 40 °C. After S h, dichloromethane was
added to the medium and the solid was removed by filtration. The
filtrate was evaporated under reduced pressure before the addition of
acidic water (50 mL). The resulting suspension was extracted with
ethyl acetate (3 X SO mL). The organic phases were collected and
dried over anhydrous MgSO,. The removal of the solvent followed by
flash column chromatography on silica gel (dichloromethane) and
subsequent recrystallization (dichloromethane/petroleum ether 5:15)
afforded the pure 11 compounds (yields 13—74%).

4-Methyl-7-phenoxy-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-
Dioxide (11a): 74% yield, mp 143.5-145.5 °C; "H NMR (DMSO-dg)
52.94 (s, 3H, NCH;), 4.65 (s, 2H, 3-CH,), 6.94 (m, 3H, 5-H/2"-H/
6'-H), 7.12 (m, 2H, 4'-H/8-H), 7.22 (dd, ] = 9.1, 2.8 Hz, 1H, 6-H),
7.38 (t, ] = 7.9 Hz, 1H, 3'-H/5'-H), 8.11 (bs, 1H, NH); *C NMR
(DMSO-dg) 6 36.4 (NCH,), 62.3 (C-3), 114.3 (C-8), 116.0 (C-5),
117.5 (C-2'/C-6'), 123.0 (C-8a), 123.1 (C-4'), 125.2 (C-6), 130.0 (C-
3'/C-§'), 140.9 (C-4a), 146.2 (C-7), 157.5 (C-1’). Anal
(C1eH,N,0,8) Caled: C, 57.91; H, 4.86; N, 9.65; S, 11.04. Found:
C, 57.96; H, 4.93; N, 10.04; S, 10.80.

4-Methyl-7-(2-methylphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothia-
diazine 1,1-Dioxide (11b): 25% yield, mp 166—168 °C; 'H NMR
(DMSO-dg) & 2.20 (s, 3H, CHs), 2.93 (s, 3H, NCH,), 4.63 (s, 2H, 3-
CH,), 6.79 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, 6'-H), 6.93 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, 5-H),
6.96 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H), 7.08 (td, ] = 7.4, 1.0 Hz, 1H, 4-H), 7.15
(dd, =92, 3.0 Hz, 1H, 6-H), 7.20 (td, ] = 7.6, 1.2 Hz, 1H, 5'-H), 7.32
(d,J = 7.5 Hz, 1H, 3'-H), 8.11 (s, 1H, NH); *C NMR (DMSO-dy) §
158 (CH,), 365 (NCH,), 62.3 (C-3), 112.3 (C-8), 1162 (C-5),
1182 (C-6'), 123.1 (C-8a), 123.8 (C-4'), 124.1 (C-6), 127.4 (C-5'),
1285 (C-2'), 1315 (C-3'), 140.3 (C-4a), 147.3 (C-7), 154.6 (C-1").
Anal. (C,gH;(N,0,8) Caled: C, 59.19; H, 5.30; N, 9.20; S, 10.53.
Found: C, 58.90; H, 5.24; N, 8.87; S, 10.21.

4-Methyl-7-(3-methylphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothia-
diazine 1,1-Dioxide (11c): 35% yield, mp 173.5—175.5 °C; 'H NMR
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(DMSO-dg) & 2.28 (s, 3H, CH,), 2.94 (s, 3H, NCH3), 4.65 (d, ] = 8.1
Hgz, 2H, 3-CH,), 6.73 (dd, ] = 8.1, 2.0 Hz, 1H, 4'-H), 6.76 (s, 1H, 2'-
H), 693 (d, ] = 9.1 Hz, 2H, 5-H/6'-H), 7.11 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H),
7.20 (dd, J = 9.1, 2.9 Hz, 1H, 6-H), 7.25 (t, ] = 7.8 Hz, 1H, 5'-H), 8.13
(t, J = 8.1 Hz, 1H, NH); *C NMR (DMSO-dy) & 20.9 (CH;), 36.4
(NCH,), 62.3 (C-3), 114.3 (C-8), 114.6 (C-4'), 1160 (C-5), 118.0
(C-2"), 123.0 (C-8a), 123.8 (C-6'), 125.5 (C-6), 129.7 (C-§'), 139.7
(C-4a), 140.8 (C-3'), 146.3 (C-7), 157.5 (C-1"). Anal. (C;sH,4N,0,S)
Caled: C, 59.19; H, 5.30; N, 9.20; S, 10.53. Found: C, $9.18; H, 5.37;
N, 9.18; S, 9.88.
4-Methyl-7-(4-methylphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothia-
diazine 1,1-Dioxide (11d): 25% yield, mp 137—139 °C; 'H NMR
(DMSO-dg) & 2.28 (s, 3H, CH;), 2.93 (s, 3H, NCH,), 4.63 (5, 2H, 3-
CH,), 6.86 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, 2'-H/6"-H), 6.92 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, 5-
H), 7.06 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H), 7.19 (m, 3H, 6-H/3'-H/5'-H), 8.11
(s, 1H, NH); 3C NMR (DMSO-dg) 6 20.2 (CH;), 36.5 (NCHj), 62.3
(C-3), 113.5 (C-8), 116.1 (C-5), 117.9 (C-2'/C-6"), 123.0 (C-8a),
125.0 (C-6), 130.4 (C-3//C-5'), 132.3 (C-4'), 140.6 (C-4a), 147.0 (C-
7), 155.0 (C-1'). Anal. (C;sH,(N,05S) Calcd: C, 59.19; H, 5.30; N,
9.20; S, 10.53. Found: C, $9.02; H, 5.37; N, 9.11; S, 9.92.
4-Methyl-7-(2-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (11e): 19% yield, mp 150-151.5 °C; 'H
NMR (DMSO-dg) & 2.96 (s, 3H, NCH,), 3.75 (s, 3H, OCHj), 4.60 (s,
2H, 3-CH,), 6.87 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H), 6.89 (d, ] = 9.8 Hz, 1H, S-
H), 698 (m, 2H, 5'-H/6-H), 7.09 (dd, ] = 9.2, 2.9 Hz, 1H, 6-H), 7.19
(m, 2H, 3'-H/4’-H), 8.08 (bs, 1H, NH); *C NMR (DMSO-dy) & 36.5
(NCH;,), 55.6 (OCHj), 62.3 (C-3), 110.8 (C-8), 113.5 (C-3'), 116.0
(C-5), 121.0-121.1 (C-5'/C-6'), 122.8 (C-6), 122.9 (C-8a), 125.5
(C-4'), 139.9 (C-4a), 144.0 (C-1'), 1483 (C-7), 151.1 (C-2’). Anal.
(C1sH¢N,0,S) Caled: C, 56.24; H, 5.03; N, 8.74; S, 10.01. Found: C,
56.12; H, 5.06; N, 8.78; S, 9.95.
4-Methyl-7-(3-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (11f): 43% yield, mp 143.5-145.5 °C; 'H
NMR (DMSO-dy) & 2.95 (s, 3H, NCHj), 3.73 (s, 3H, OCHj), 4.65 (s,
2H, 3-CH,), 6.46 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H, 6’-H), 6.53 (t, ] = 2.2 Hz,
1H, 2'-H), 6.69 (dd, ] = 8.2, 2.1 Hz, 1H, 4-H), 6.93 (d, ] = 9.2 Hz,
1H, 5-H), 7.15 (d, ] = 2.8 Hz, 1H, 8-H), 7.22 (dd, ] = 9.1, 2.9 Hz, 1H,
6-H), 7.26 (t, ] = 8.2 Hz, 1H, §'-H), 8.11 (bs, 1H, NH); '*C NMR
(DMSO-dg) 6 36.4 (NCH,), 55.2 (OCHj), 62.3 (C-3), 103.7 (C-2'),
108.6 (C-4'), 109.4 (C-6'), 114.4 (C-8), 116.0 (C-5), 123.0 (C-8a),
125.6 (C-6), 130.5 (C-5’), 140.9 (C-4a), 146.0 (C-7), 158.7 (C-1'),
160.7 (C-3'). Anal. (C;sH;4N,0,S) Calcd: C, 56.24; H, 5.03; N, 8.74;
S, 10.01. Found: C, 56.10; H, 4.99; N, 8.51; S, 9.65.
4-Methyl-7-(4-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (11g): 27% yield, mp 104—106 °C; '"H NMR
(DMSO-dg) 5 2.92 (s, 3H, NCHj), 3.74 (s, 3H, OCHj3), 4.62 (s, 2H,
3-CH,), 691 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, $-H), 6.95 (s, 4H, 2'-H/3’-H/5'-H/
6'-H), 7.00 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H), 7.16 (dd, ] = 9.2, 2.9 Hz, 1H, 6-
H), 8.10 (bs, 1H, NH); *C NMR (DMSO-ds) & 36.5 (NCH,), 55.4
(OCH,), 62.3 (C-3), 1126 (C-8), 115.1 (C-3//C-§'), 116.1 (C-S),
119.8 (C-2'/C-6"), 123.0 (C-8a), 124.3 (C-6), 140.3 (C-4a), 148.1 (C-
7), 150.2 (C-1"), 155.4 (C-4"). Anal. (C;3H;¢N,0,S) Calcd: C, 56.24;
H, 5.03; N, 8.74; S, 10.01. Found: C, 56.29; H, 4.97; N, 8.50; S, 9.44.
4-Cyclopropyl-7-phenoxy-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-Dioxide (11h): 57% yield, mp 198—200 °C; "H NMR (DMSO-d,)
8 0.66 (m, 2H, CH(CH,),), 0.90 (m, 2H, CH(CH,),), 2.51 (m, 1H,
CH(CH,),), 4.66 (s, 2H, 3-CH,), 6.96 (d, ] = 7.8 Hz, 2H, 2'-H/6'-H),
7.13 (m, 2H, 4-H/8-H), 7.25 (dd, ] = 9.2, 2.9 Hz, 1H, 6-H), 7.34 (d, ]
=92 Hz, 1H, 5-H), 7.38 (m, 2H, 3’-H/5'-H), 7.95 (bs, 1H, NH); *C
NMR (DMSO-dg) 6 8.4 (CH(CH,),), 29.8 (CH(CH,),), 61.1 (C-3),
114.2 (C-8), 116.7 (C-5), 117.7 (C-2'/C-6"), 123.2 (C-4'), 123.4 (C-
8a), 125.1 (C-6), 130.0 (C-3'/C-5"), 140.8 (C-4a), 147.1 (C-7), 1574
(C-1). Anal. (C;¢H(N,0,S) Calcd: C, 60.74; H, 5.10; N, 8.85; S,
10.13. Found: C, 60.49; H, 5.24; N, 9.07; S, 9.58.
4-Cyclopropyl-7-(2-methylphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (11i): 44% yield, mp 244—247 °C; 'H NMR
(DMSO-dg) 6 0.65 (m, 2H, CH(CH,),), 0.89 (m, 2H, CH(CH,),),
2.20 (s, 3H, CH;), 2.47 (m, 1H, CH(CH,),), 4.64 (d, ] = 8.0 Hz, 2H,
3-CH,), 6.81 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, 3’-H), 6.95 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H),
7.09 (t, ] = 7.4 Hz, 1H, §'-H), 7.19 (dd, ] = 9.2, 2.9 Hz, 1H, 6-H), 7.22

(t,J=7.5Hz, 1H, 4-H), 7.32 (d, ] = 7.3 Hz, 1H, 6'-H), 7.33 (d, ] =
9.2 Hz, 1H, 5-H), 7.94 (t, ] = 8.0 Hz, 1H, NH); *C NMR (DMSO-dj)
5 84 (CH(CH,),), 15.8 (CH;), 29.8 (CH(CH,),), 61.1 (C-3), 112.1
(C-8), 116.7 (C-5), 1184 (C-3’), 123.4 (C-8a), 123.7 (C-6), 1239
(C-5'), 127.5 (C-4"), 128.6 (C-2'), 131.6 (C-6"), 140.2 (C-4a), 148.1
(C-7), 154.4 (C-1'). Anal. (C,,H4N,0,S) Calcd: C, 61.80; H, 5.49;
N, 8.48; S, 9.70. Found: C, 62.09; H, 5.62; N, 8.43; S, 9.50.
4-Cyclopropyl-7-(3-methylphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (11j): 52% yield, mp 196—197.5 °C; 'H
NMR (DMSO-dg) 6 0.66 (m, 2H, CH(CH,),), 0.90 (m, 2H,
CH(CH,),), 228 (s, 3H, CH;), 249 (m, 1H, CH(CH,),), 4.66 (d, ] =
3.7 Hz, 2H, 3-CH,), 6.74 (dd, ] = 8.1, 2.3 Hz, 1H, 4-H), 6.78 (s, 1H,
2'-H), 6.94 (d, ] = 7.5 Hz, 1H, 6’-H), 7.11 (d, ] = 2.9 Hg, 1H, 8-H),
7.24 (m, 2H, 6-H /5'-H), 7.34 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, 5-H), 7.96 (bs, 1H,
NH); 3C NMR (DMSO-dy) § 8.4 (CH(CH,),), 20.9 (CH;), 29.8
(CH(CH,),), 61.0 (C-3), 1142 (C-8), 1147 (C-4'), 116.6 (C-S),
118.2 (C-2'), 123.4 (C-8a), 123.9 (C-6’), 125.1 (C-6), 129.7 (C-5"),
139.7 (C-4a), 140.7 (C-3'), 147.1 (C-7), 157.4 (C-1’). Anal
(C,H;gN,058) Caled: C, 61.80; H, 5.49; N, 8.48; S, 9.70. Found:
C, 62.13; H, 5.56; N, 8.53; S, 9.70.
4-Cyclopropyl-7-(4-methylphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (11k): 35% yield, mp 188—190 °C; 'H NMR
(DMSO-dg) 6 0.65 (m, 2H, CH(CH,),), 0.89 (m, 2H, CH(CH,),),
2.28 (s, 3H, CH3), 249 (m, 1H, CH(CH,),), 4.64 (s, 2H, 3-CH,),
6.87 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, 2'-H/6'-H), 7.05 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H),
7.19 (d, ] = 8.3 Hz, 2H, 3’-H/S'-H), 7.22 (dd, ] = 9.2, 2.9 Hz, 1H, 6-
H), 7.33 (d, ] = 92 Hgz, 1H, 5-H), 7.95 (s, 1H, NH); *C NMR
(DMSO-dg) & 8.4 (CH(CH,),), 20.2 (CH;), 29.8 (CH(CH,),), 61.1
(C-3), 1134 (C-8), 116.6 (C-S), 118.0 (C-2'/C-6), 123.4 (C-8a),
124.6 (C-6), 130.4 (C-3//C-5"), 132.4 (C-4"), 140.5 (C-4a), 147.8 (C-
7), 154.9 (C-1"). Anal. (C;;H;sN,0,8) Caled: C, 61.80; H, 5.49; N,
8.48; S, 9.70. Found: C, 61.86; H, 5.63; N, 8.79; S, 9.29.
4-Cyclopropyl-7-(2-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-ben-
zothiadiazine 1,1-Dioxide (111): 17% yield, mp 209-212 °C; 'H
NMR (DMSO-d) & 0.63 (m, 2H, CH(CH,),), 0.88 (m, 2H,
CH(CH,),), 2.46 (m, 1H, CH(CH,),), 3.75 (s, 3H, OCHj), 4.61 (s,
2H, 3-CH,), 6.86 (d, ] = 2.9 Hz, 1H, 8-H), 6.99 (m, 2H, 5'-H/6"-H),
7.13 (dd, J = 9.2, 3.0 Hz, 2H, 6-H), 7.19 (m, 2H, 3'-H/4"-H), 7.29 (d, ]
=92 Hg, 1H, 5-H), 7.92 (s, 1H, NH); *C NMR (DMSO-dy) & 8.3
(CH(CH,),), 29.8 (CH(CH,),), 55.6 (OCH,), 61.1 (C-3), 110.6 (C-
8), 113.5 (C-3"), 116.5 (C-5), 121.1 (C-5'/C-6'), 122.5 (C-6), 123.2
(C-8a), 125.6 (C-4'), 139.8 (C-4a), 143.8 (C-1"), 149.1 (C-7), 151.1
(C-2"). Anal. (C;;H,3N,0,S) Caled: C, 58.94; H, 5.24; N, 8.09; S,
9.25. Found: C, 59.03; H, 5.43; N, 8.46; S, 8.67.
4-Cyclopropyl-7-(3-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-ben-
zothiadiazine 1,1-Dioxide (11m): 31% yield, mp 150152 °C; 'H
NMR (DMSO-ds) 6 0.66 (m, 2H, CH(CH,),), 0.90 (m, 2H,
CH(CH,),), 2.51 (m, 1H, CH(CH,),), 3.74 (s, 3H, OCH,), 4.66 (s,
2H, 3-CH,), 6.47 (dd, ] = 8.2, 1.7 Hz, 1H, 6'-H), 6.54 (t, ] = 2 Hz, 1H,
2'-H), 6.70 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H, 4-H), 7.14 (d, ] = 2.7 Hz, 1H, 8-
H),7.25(d,]J=9Hgz, 1H, 6-H), 7.27 (t, ] = 8.3 Hz, 1H, §'-H), 7.34 (d,
J =92 Hz, 1H, 5-H), 7.97 (bs, 1H, NH); *C NMR (DMSO-d;) 5 8.4
(CH(CH,),), 29.8 (CH(CH,),), 55.3 (OCHj), 61.1 (C-3), 103.9 (C-
2'), 108.7 (C-4"), 109.5 (C-6), 114.4 (C-8), 116.6 (C-S), 123.4 (C-
8a), 1252 (C-6), 130.5 (C-§'), 140.9 (C-4a), 146.8 (C-7), 158.6 (C-
1), 160.7 (C-3'). Anal. (C,;H4N,0,S) Calcd: C, 58.94; H, 5.24; N,
8.09; S, 9.25. Found: C, 58.60; H, 5.24; N, 8.44; S, 9.20.
4-Cyclopropyl-7-(4-methoxyphenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-ben-
zothiadiazine 1,1-Dioxide (11n): 47% yield, mp 161-162.5 °C; 'H
NMR (DMSO-ds) & 0.64 (m, 2H, CH(CH,),), 0.89 (m, 2H,
CH(CH,),), 247 (m, 1H, CH(CH,),), 3.75 (s, 3H, OCHj3), 4.63 (s,
2H, 3-CH,), 6.96 (s, 4H, 2'-H/3’-H/5'-H/6'-H), 6.99 (d, ] = 2.9 Hz,
1H, 8-H), 7.20 (dd, J = 9.2, 2.9 Hz, 1H, 6-H), 7.32 (d, ] = 9.2 Hz, 1H,
5-H), 7.94 (s, 1H, NH); '*C NMR (DMSO-d;) 6 8.3 (CH(CH,),),
29.8 (CH(CH,),), 554 (OCH,), 61.1 (C-3), 1124 (C-8), 115.1 (C-
3'/C-§"), 116.6 (C-S), 119.9 (C-2'/C-6'), 123.4 (C-8a), 123.9 (C-6),
1402 (C-4a), 1489 (C-7), 150.0 (C-4'), 154.5 (C-1). Anal
(CH;gN,0,8) Caled: C, 58.94; H, 5.24; N, 8.09; S, 9.25. Found:
C, 59.27; H, 5.29; N, 8.20; S, 9.25.
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4-Cyclopropyl-7-(3-cyanophenoxy)-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-Dioxide (110): 13% yield, mp 198—200 °C; '"H NMR
(DMSO-dg) 6 0.68 (m, 2H, CH(CH,),), 091 (m, 2H, CH(CH,),),
2.52 (m, 1H, CH(CH,),), 4.68 (s, 2H, 3-CH,), 7.27 (m, 2H, 8-H/6'-
H),7.31 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H, 6-H), 7.36 (d, ] = 9.2 Hz, 1H, 5-H),
741 (d, ] = 2.4 Hz, 1H, 2"-H), 7.57 (m, 2H, 4-H/5'-H), 7.98 (bs, 1H,
NH); *C NMR (DMSO-d;) 6 84 (CH(CH,),), 29.8 (CH(CH,),),
61.0 (C-3), 112.6 (C-3'), 115.3 (C-8), 116.8 (C-5), 1182 (CN), 120.5
(C2), 1222 (C-6"), 123.5 (C-8a), 125.6 (C-6), 126.8 (C-4'), 131.5
(C-5'), 1415 (C-4a), 145.6 (C-7), 158.0 (C-1'). Anal. (C},H,N,0,S)
Caled: C, 59.81; H, 4.43; N, 12.31; S, 9.39. Found: C, 59.82; H, 4.71;
N, 11.96; S, 8.66.

Stable Transfection of GluA2,(Q) in HEK293 Cells. Human
embryonic kidney 293 (HEK293) cells were transfected using the x-
tremegene 9 3—1 kit (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA). Briefly,
an expression vector (a mixture of 2.5 pug of pcDNA3.1.Myc-
GluA2,(Q) and 7.5 uL of x-tremegene 9 in a buffer of optiMEM)
was added on nearly confluent HEK293 cells in a 50 mm dish. A day
later, the antibiotic G418 (700 ug/mL) was added to make the
selection.

Fluorescence-Based Calcium Assay on GluA2(Q) Cells.
HEK293 cells stably expressing AMPA tetrameric channel form A2
(Q) flop isoform (GluA2,(Q)) were prepared. HEK293 cells or their
stable cell line equivalents were routinely grown in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) containing 10% fetal bovine
serum (FBS). The measurement of the fluorescence intensity was
carried out using fluorescent microplate reader Fluoroskan Ascent FT
equipped with two dispensers (Thermo Electron Corporation,
Finland). After trypsinization, the cells were washed twice using
Hanks balanced salt solution (HBS, 120 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM
CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH 7.4) and incubated for 1 h
with fluorescent dye Fluo-4/AM (S ug/mL; Molecular Probes,
Invitrogen, Merelbeke Belgium). The cells were rinsed twice with
HBS, and 100 L of the resulting cell suspension in HBS buffer was
introduced into each well of a 96-well plate (density of 150 000 cells/
well). The evaluated compounds were applied at various concen-
trations (from 3 X 107 M to 10™* M, with maximal DMSO
concentration = 1%). After shaking the plate 30 s at 1200 rpm, the
emission was read at 538 nm after an excitation at 485 nm during 500
ms per measure. Measurement of a vehicle control was followed by
injection of a 10 mM glutamate solution (10 uL), a fluorescence
measurement, 15 s of shaking at 1200 rpm and a final fluorescence
measurement. The results (ECyy) are the concentration required to
reach half of the maximal intensity, calculated by nonlinear regression
analysis (GraphPad Prism software) from at least three independent
concentration—response curves made in triplicate.

Expression and Purification. Rat GluA2-LBD, comprising
segment S1 residues 413—527, a GT-linker, and segment S2 residues
653—807 (UNP P19491; numbering with signal peptide) as well as
GluA2-LBD-L504Y—N775S were expressed and purified following the
previously described procedure.’’ For the SAXS experiments, the
construct was identical except that the L504Y mutation was not
present (GluA2-LBD-N775S).

Small-Angle X-ray Scattering. SAXS experiments were con-
ducted as previously described.'" Briefly, GluA2-LBD-N775S was
concentrated to 3 mg/mL (0.1 mM) in SAXS buffer (10 mM
glutamate, 25 mM NaCl, 25 mM Tris-Cl, pH 7) and subsequently
diluted to the appropriate concentration (0.005—0.1 mM) with SAXS
buffer. Loaded samples consisted of 1 uL of appropriately diluted
modulator stock solubilized (in DMSO) and 29 uL of diluted protein.
All SAXS experiments were collected at the Cornell High-Energy
Synchrotron Source (CHESS)’s G1 beamline using a dual Pilatus 100
K-S SAXS/WAXS detector.”** Capillary cells were robotically
loaded with the 30 uL precentrifuged samples, maintained at 4 °C,
and thoroughly washed between samples.** For 0.005, 0.01, and 0.03
mM concentrations of 11m, each sample condition and SAXS buffer
was loaded and measured as three 30 uL replicates. The three
scattering curves were averaged together for analysis. Background
subtraction with matching buffer and data analysis were performed
with RAW software.”® The fraction of dimer was determined from

experimental SAXS data using the OLIGOMER program from the
ATSAS suite.”* Theoretical CRYSOL-derived™® form factors were
based on monomeric and dimeric glutamate-bound GluA2-LBD-
N7758S structures.

Data were analyzed based on the equilibrium models in Figure 3A.""
For the model with one site per dimer interface the degree of
dimerization is given by

‘”v’m
V’”( (1+1))

where R, is the total GluA2-LBD-N775S concentration and M is the

free modulator concentration. K, and Kj; are defined in Figure 3A. The
degree of dimerization for two sites per dimer interface is given by

—1+\‘1+( (1+M+7))
3
\“ 8R, M M
1+\‘ql+ K_4(l+?3+l<_32)

Since only the degree of dimerization is measured, there is no direct
measure of the free modulator. In order to appropriately fit the data,
the fitting routine generates a curve for values of K; and K, as a
function of M and then calculates the total modulator at each point,
generating a new curve for dimerization vs total modulator. In this
way, the predicted results can be compared to the data. This is
particularly important in cases in which the concentration of GluA2-
LBD-N775S approaches that of the modulator (see 11m in Figure
3B).

The value of K, was fit simultaneously to all of the SAXS data, as
this parameter was common to all modulators and all protein
concentrations. As part of that global fit, the K3 was fit simultaneously
to all data (ie, data from all protein concentrations) for a given
modulator. In that way, the K, value was constrained by all of the data
across all modulators and protein concentrations, and K; was
constrained by all of the data for a given modulator. This approach
was used previously,"" but in this case, the minimum for the K, value
was much better defined because of the additional data used in the fit.

Crystallization of GIluA2-LBD-L504Y—N775S with 3. To
GluA2-LBD-L504Y—N775S (4.5 mg/mL in 10 mM HEPES pH 7.0,
20 mM NaCl, 1 mM EDTA) were added glutamate to a final
concentration of 1 mM and 3 as solid compound. The solution was
equilibrated at 6 °C overnight prior to use. The protein—ligand
complex was crystallized by the hanging-drop vapor-diffusion method
at 6 °C. The reservoir volume was 500 yL and consisted of 18%
PEG4000, 0.23 M lithium sulfate, and 0.1 M phosphate citrate, pH 4.5.
Drops consisted of 1 uL of a protein solution mixed with 1 L of the
reservoir solution. Crystals were briefly submerged into the reservoir
solution containing 20% glycerol as a cryo-protectant and flash cooled
in liquid nitrogen before storage.

Crystallization of GluA2-LBD with 11m. To GluA2-LBD (S
mg/mL in 10 mM HEPES pH 7.0, 20 mM NaCl, I mM EDTA) were
added glutamate to a final concentration of 5 mM and 11m as solid
compound due to the low solubility of the compound. The solution
was equilibrated at 6 °C for 24 h prior to use. The protein—ligand
complex was crystallized by the hanging-drop vapor-diffusion method
at 6 °C. The reservoir volume was 500 uL and consisted of 15.2%
PEG4000, 0.3 M zinc acetate, and 0.1 M sodium acetate, pH 5.5.
Drops consisted of 1 uL of a protein solution mixed with 1 yL of the
reservoir solution. Crystals were briefly submerged into reservoir
solution containing 20% glycerol as a cryo-protectant and flash cooled
in liquid nitrogen before storage.

Structure Determination. X-ray diffraction data were collected at
beamline 1911-3 at MAX-lab, Lund, Sweden™ at a crycigenlc
temperature (100 K). The data were processed using XDS*” and
SCALA* in the CCP4 suite of programs.” The two structures were
solved by molecular replacement in PHASER" using only the protein

R=

R=
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atoms of the search model (PDB entry 3TKD (molA) for structure
with 3 and PDB entry 3TDJ (molA) for structure w1th 11m). Imtlal
model building was performed using AUTOBUILD*' in PHENIX*
and water molecules were introduced into the structures at this step.
During iterative rounds of model building and editing in COOT* and
refinement in PHENIX, ligand molecules, other additives, and
additional water molecules were gradually built into the structures.
Coordinate files for 3 and 11m were generated in MAESTRO (v.9.4;
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2013) and parameter files in
eLBOW keeping the geometry.** The structures were refined using
individual isotropic B values, TLS, NCS, and riding H atoms. The
structures were validated by build-in tools in COOT, MolProbity*®
PHENIX, and the wwPDB Validation Service. Domain closure of
GluA2-LBD relative to the apo structure of GluA2-LBD (PDB entry
1FTO, molA) was calculated using the DynDom server.” Figures
were prepared in PyMOL (v.1.7; The PyMOL Molecular Graphics
System, V.S., LLC).

NMR Spectroscopy. GluA2-LBD-N775S was uniformly labeled
with "N and prepared for NMR spectroscopy as described
previously.”” Spectra were collected on a Bruker AVANCE III HD
800 MHz NMR spectrometer at the SUNY ESF NMR facility. A total
of 1024 complex points were collected in the proton dimension
(spectral width of 14423 Hz), and 128 complex increments were
collected in the nitrogen dimension (spectral width of 3080 Hz). Data
were analyzed with NMRPipe** and NMRFAM-SPARKY.* Figure 6B
was prepared with Chimera.*®
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ABSTRACT: The present study describes the identification
of highly potent dimeric 1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide
(BTD)-type positive allosteric modulators of the AMPA
receptors (AMPApams) obtained by linking two monomeric
BTD scaffolds through their respective 6-positions. Using
previous X-ray data from monomeric BTDs cocrystallized with
the GluA2 ligand-binding domain (LBD), a molecular
modeling approach was performed to predict the preferred
dimeric combinations. Two 6,6-ethylene-linked dimeric BTD
compounds (16 and 22) were prepared and evaluated as
AMPApams on HEK293 cells expressing GluA2,(Q) (calcium
flux experiment). These compounds were found to be about
10,000 times more potent than their respective monomers, the
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most active dimeric compound being the bis-4-cyclopropyl-substituted compound 22 [6,6'-(ethane-1,2-diyl)bis(4-cyclopropyl-
3/4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide], with an ECy, value of 1.4 nM. As a proof of concept, the bis-4-methyl-
substituted dimeric compound 16 (ECs, = 13 nM) was successfully cocrystallized with the GluA2,-LBD and was found to

occupy the two BTD binding sites at the LBD dimer interface.

Bl INTRODUCTION

It is well established that L-glutamate is the key excitatory
neurotransmitter in the central nervous system (CNS).l L-
Glutamate exerts its biological effect on the CNS through the
activation of either metabotropic (mGluRs, G protein-coupled)
or ionotropic (iGluRs, ligand-gated ion channel) receptors.””
iGluRs can be classified into three subcategories depending on
their affinity toward nonendogenous ligands: N-methyl-p-
aspartic acid (NMDA) receptors, a-amino-3-hydroxy-S-meth-
yl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors, and kainic acid
(KA) receptors.”” Due to rapid response to L-glutamate in the
synapses, iGluRs play a sustainable role in the fast transmission
of excitatory potentials from one neuron to another.” ™ Several
studies have shown the impact of a decrease of the AMPA
signaling in brain disorders such as attention deficit hyper-
activity disorder (ADHD), Alzheimer’s disease, mild depres-
sion, or schizophrenia.”"® Based on this, the AMPA receptors
(AMPARs) seem to be an interesting pharmacological target

v ACS Publications © XXXX American Chemical Society

for the development of either probing tools or cognitive
enhancers.

It is conceivable that agonists could be used as cognitive
enhancers, but their development is questioned due to the
possible occurrence of unwanted and adverse phenomena
related to excitotoxicity‘9 Therefore, AMPA positive allosteric
modulators (so-called “AMPApams”) have been postulated to
be a more promising option. Because they do not bind into the
orthosteric-binding site but into an allosteric binding site, they
are expected to be devoid of an intrinsic activity on the
AMPARs and to show an effect only when glutamate is released
in the synapse. This mode of action is assumed to give better
fine-tuning of the AMPA receptor signaling and to avoid the
excitotoxicity problems resulting from overdose of a direct
agonist.
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Figure 1. Known AMPA receptor modulators from different families. Benzamides, (1) aniracetam; 1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides, (2)
cyclothiazide, (3) diazoxide, (4) IDRA-21, (5) BPAMY7, (6) BPAM344, (7) 5-(3-furyl)-IDRA-21,°* (8) BPAMS38; N-biarylpropyl-

methanesulfonamides, dimeric compound (9).

\

Figure 2. Spatial arrangement of two molecules of 5 at the interface of two GluA2 LBDs (left) according to the cocrystallization data.”® Spatial
arrangement of modeled dimeric compound § linked with an ethylene bridge at the 6-position of each benzothiadiazine dioxide scaffold [modeled
under the SYBYL 8.0 software (Tripos Inc.: St. Louis, MO, 2008)] by using a library of standard fragments; the geometry was then optimized using
the MMFF94 force field.” It was expected that the dimeric compound can adopt a conformation that fits the two binding sites of the two

constitutive monomers.

AMPARs consist of various combinations of four different
subunits (GluAl1—4) that can bind to each other in several
ways, either on a homo- or a heteromeric scaffold with
heteromeric constructions preferred in wild type neurons.'®
They first assemble in dimers and then in functional dimers of
dimers (homodimers or heterodimers)."" Each subunit
constituting the receptors can be divided into four semi-
autonomous domains.>™"* Two of them are extracellular: the
amino-terminal domain (ATD) and the ligand-binding domain
(LBD). One is inside the membrane, which constitutes the
channel itself, the transmembrane domain (TMD). The last
one is intracellular, the carboxy-terminal domain (CTD).>™**
Interactions with ligands occur at the level of the LBD, either
with L-glutamate or with different allosteric modulators,
respectively, in the orthosteric (agonist) binding site and in
the allosteric binding site, which lies at the interface of two
subunits.” The interactions of AMPApams with the AMPAR
can lead to two main outcomes: they can act on slowing down
the receptor deactivation process by enhancing the affinity of L-
glutamate for its orthosteric binding site or they can increase
the affinity between subunits, thereby inhibiting the receptor
desensitization process, where conformational changes lead to
the closure of the channel even if L-glutamate is still
bound."*™"”

The well-known allosteric binding site has a U shape and
comprises LBDs of both subunits. It is divided in three smaller
subsites called A, B/B’, and C/C"."®" Allosteric modulators
interact with the different subsites depending on their chemical
structure. For example, the benzamide-type family of
AMPApams was shown to interact mostly with the A subsite.'®
Among those compounds, aniracetam (1, Figure 1) is referred
to as the oldest molecule acting as an AMPApam.”® The second
major chemical class of AMPApams is the ring-fused thiadiazine
family of compounds among which the benzothiadiazine
dioxide (BTD) members are the most prominent representa-
tives.”® They were studied following the discovery of the in vitro
AMPAR potentiation by cyclothiazide (2, Figure 1), a
compound used in clinical practice for its diuretic action.
However, this drug did not show marked in vivo activity on the
CNS resulting from AMPAR potentiation, probably because of
its inability to cross the blood—brain barrier (BBB).'®°
Cyclothiazide interacts with the B and C subsites of this
allosteric binding site in a symmetrical way resulting in an
interaction of one molecule per subunit, thus two molecules at
the dimer interface.'® Unlike cyclothiazide, IDRA 21 (4, Figure
1), a saturated analog of the potassium channel opener
diazoxide (3, Figure 1), was found to be active in vitro as an
AMPApam®” and was further identified in vivo as a cognitive
enhancer in animal models of cognitive impairments.*>**
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Table 1. Proposed Dimeric Structures for the Docking Studies with Their Occurrence, ChemPLP Score, and Calculated Binding

Energy (BE)
e R
X d™o
A-D; G-J
numbering linker R
Aor16 6-(CH,),-6 methyl
Bor 22 6-(CH,),-6 cyclopropyl
C 6-(CH,)+-6 methyl
D 6-(CH,);5-6 cyclopropyl
E 6-(CH,),-4 cyclopropyl
F 6-(CH,) -4 cyclopropyl
G 7-(CH,),-7 methyl
H 7-(CH,),-6 methyl
I 6-NH-CO-6 methyl
J 6-NH—CH,-6 methyl

R (e}
E, F
occurrence” ChemPLP score BE (kcal/mol)
20/20 84.0 —-55.7
11/20 90.2 —54.8
13/20 87.8 —45.4
10/20 90.1 —-532
18/20 78.1 —-26.9
9/20 81.0 —34.6
20/20 85.1 —-25.0
11/20 78.1 —-37.3
13/20 614 —2.74
15/20 81.1 -50.3

“The selected docking pose is the best representative (based on the ChemPLP score) of the cluster having the highest occurrence. In this study, the
selected docking poses are, in addition, the best docking poses among the 20 solutions given by Gold except for dimeric compounds C and F.

Accordingly, many examples of ring-fused thiadiazine dioxides
based on this structure were developed as AMPApams (see, for
example, compounds 5—8; Figure 1).°>>° These molecules
interact in different ways with the binding site compared to
cyclothiazide: being smaller, they rotate in the cavity and only
interact with the hydrophobic C/C’ subsites (still with a ratio
of one molecule per subunit, thus two molecules per dimer
interface).'® Recently, the large-sized BTD modulator 8
(BPAMS38) was found to bind the “BTD” allosteric site with
a high affinity and with only one molecule per dimer
interface.”® Other families of AMPApams that have their own
way to interact with the allosteric binding site have been
reported,”® among which are N-biaryl(cyclo)alkyl-2-propane-
sulfonamides, phenyliminothiazoles, and 3-trifluoromethylpyr-
azoles.

Among the reported AMPApams, N—biarylprogylmethane—
sulfonamides such as 9 synthesized by Kaae et al.”” should be
highlighted as the first examples of dimeric molecules
modulating the activity of AMPARs. The authors showed
that some dimeric compounds acted as AMPApams with a
drastic 1000-fold elevation of the potency compared to the
constitutive monomers.”” This gain of potency was tentatively
explained by the presence of the 2-fold pattern fitting in the two
subsites, C and C’, on both sides of the AMPAR dimer
interface.

Based on X-ray data obtained from some examples of BTD-
type AMPApams synthesized by our team and cocrystallized
with the GluA2-LBD,** > we clearly observed a close
proximity of two modulators in two binding sites at the
dimer interface. Thus, we hypothesized that it should be
possible to design dimeric compounds linked together via the
6-position of the respective BTD monomers (Figure 2),
providing new ligands with a significant enhancement of
potency on AMPARs. This assumption was reinforced by our
recent work on 7-phenoxy-substituted BTDs.” Indeed, we
demonstrated that these compounds occupied the C subsite
with their BTD moiety, spanning the A subsite and pointing the
methoxy substituent toward the B’ subsite where water-
mediated interactions took place between receptor subunits.”®
Therefore, we reasoned that it could be possible to design

rather large molecules that would interact on both sites of the
GluA2-LBD dimer interface. Starting from such hypothesis, we
elaborated our work with an initial molecular modeling
approach (docking studies) to predict what would be the
most potent dimeric modulator candidates. These molecules
were synthesized, pharmacologically evaluated, and then
compared to their respective monomers in order to
demonstrate a gain of activity on the AMPAR by the design
of dimeric compounds, and finally cocrystallized with the
GluA2,-LBD as an ultimate proof of concept.

Bl RESULTS AND DISCUSSION

Dimeric Compounds Design Based on Docking
Studies. In order to prioritize the synthesis of novel
compounds, we decided to dock potential dimeric combina-
tions and to compare the obtained results with the position of
the two isolated monomers (compound 6) in the crystal
structure (PDB code 4N07).*’ According to the distance
between the two monomers in the crystal structure, we
estimated that an ethylene or a propylene spacer would be
appropriate to generate dimeric structures. The anchoring
points for the linker were set to the 6,6-, 7,7-, or 6,7-position.
We also considered amide or methylamine linkers instead of
the alkyl-linking group. The alkyl substituent at the 4-position
was chosen in accordance with previously established
structure—activity relationships (SAR) (a methyl radical as
the smallest alkyl group and a cyclopropyl radical known to
confer the highest potency in the BTD series of AMPApams).
Finally, we evaluated the possibility to simplify the structure by
replacing one of the BTD monomers by a simpler
benzenesulfonamide group. On this ground, a total of 10
potential dimeric compounds were designed and docked using
the automated GOLD 5.3.0 program, while the binding energy
and interactions were obtained using Discovery Studio 4.0. The
docking solutions were ranked and analyzed according to the
occurrence of compounds in each cluster, the ChemPLP score,
the calculated binding energy, and the superimposition with
compound 6 in the crystal structure (see Supporting
Information for details on the interactions between the docking
pose and the target).

DOI: 10.1021/acs.jmedchem.8b00250
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Scheme 1. Synthetic Pathway Leading to the 4-Methyl-Substituted 3,4-Dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxide Dimeric

Compound 16
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“i: methylamine, pw, yield: 96%; ii: KBF;CH=CH,, Pd(OAc),, KF, uw, yield: 33%; iii: triethyl orthoformate, 130°C, yield: 81%; iv: NaBH,, 2-
propanol, yield: 61%; v: Hoveyda-Grubbs II catalysts, CH,Cl,, yield: 65%; vi: Pd/C 10%, H,, 12 bars, yield: 25%.

Scheme 2. Synthetic Pathway Leading to the 4-Cyclopropyl-Substituted 3,4-Dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxide

Dimeric Compound 22“

Br.

N )

o

(10) 17)

N

0.0
Y Y
N Nj
A _NH

N

Q0
oo )
vi kN

» X

(22) (21)

F i Br NH ii \ NH iii
— — E—
S,NH2 \(;[S/NHz [ :[S’NHz
[o)ye) o OO0

N v
W
s
[o)Ne]

QL0
HZN/s O V
HN = O NH
NH
A s
oo
(18) (19)
liv
Voo Y
NH
HN

(L
s 2

s

A

(20)

“i: cyclopropylamine, 1,4-dioxane, uw, yield: 75%; ii: KBF;CH=CH,, Pd(OAc),, KF, uw, yield: 86%; iii: Hoveyda-Grubbs II catalysts, CH,Cl,, yield:
89%; iv: Pd/C 10%, H,, 12 bars, yield: 90%; v: triethyl orthoformate, 130°C; yield: 87% vi: NaBH,, 2-propanol, yield: 82%.

From the results of this docking study, it seems that an
ethylene linker would be more favorable compared to a
propylene, an amide or a methylamine linker, and that the
anchoring point should preferably be the 6,6-position (Table
1). While a propylene linker associated with a N-methyl moiety
gives a promising calculated binding energy, its superimposition
with the monomer in the crystal structure was found to be less
satisfactory (see dimeric compounds C and D in the
Supporting Information). The simplification of the dimeric
structure through the replacement of one BTD monomer with
a benzenesulfonamide group led to a marked decrease of
estimated binding energy. Taken together, the results of this
analysis highlighted the potential interest of the dimeric
compounds A (16) and B (22) with an ethylene bridge
between the two 6-positions of the respective BTD scaffolds for
potent AMPAR positive allosteric modulation.

Synthesis of the Target Compounds. The synthetic
pathways giving access to the two desired dimeric molecules 16
and 22 are shown in Schemes 1 and 2. It should be noted that
the change of the nature of the substituent on the nitrogen
atom at the 4-position led to a complete change in the synthetic

pathway. For the 4-methyl-substituted dimeric compound 16, a
classical convergent method was used, and we first realized the
synthesis of the monomeric BTD intermediate 14 according to
previously described protocols™ except the use of a Suzuki’s
coupling reaction for vinylation at the 6-position. Finally, the 6-
vinyl-substituted monomer 14 was coupled through a Grubbs’
metathesis for dimerization to obtain the dimeric intermediate
15, which gave access to the final compound 16 after
hydrogenation (Scheme 1). For the 4-cyclopropyl-substituted
dimeric molecule 22, the same synthetic pathway was
investigated, but the classical ring formation with triethyl
orthoformate on intermediate 18 led to uncharacterized
byproducts. A second pathway was developed in which the
dimerization took place before the ring closure reaction, and
then the benzothiadiazine dioxide cycle was obtained on both
sides of the dimeric molecule according to classical protocols
(Scheme 2).

Concerning the monomeric compounds selected for
comparison purposes in this work, the BTDs 34 and 35
devoid of a substituent at the 6-position were synthesized as
previously described.””** The corresponding 6-methyl-sub-

DOI: 10.1021/acs.jmedchem.8b00250
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stituted BTDs 28 and 33 were obtained using a slightly
modified pathway compared to their corresponding unsub-
stituted analogs at the 6-position (Schemes 3 and 4).

Scheme 3. Synthetic Pathway Leading to the 4,6-Dimethyl-
Substituted BTD Monomer 28“

(24a)
H
NH, i N_O i NH,
[ j g [ :[ NH >
s s 2
0 Jdo
(23) (24b) (25) l i
N N ¥
S 5! 5!
e do o)
(28) (27) (26)

“i: 1: CISO,NCO, CH;3NO,; 2: AICly; ii H,SO, 50%, A, yield from 23:
19%j iii: triethyl orthoformate, 130°C, yield: 76%; iv: CH;l, K,COj,
CH;CN, yield: 75%; v: NaBH,, 2-propanol, yield: 75%.

Starting from m-toluidine (23), the ring closure reaction was
performed with chlorosulfonyl isocyanate in the classical
experimental conditions described by Girard et al.** The
reaction provided a mixture of two geometric isomers (24a and
24b) (Scheme 3). The mixture was engaged in the next step of
hydrolysis by means of concentrated sulfuric acid in water (50%
w/v). After 6 h at refluxing temperature, compound 24b was
predominantly converted into the corresponding ring-opened
aminobenzenesulfonamide 25, while compound 24a remained
largely insoluble and unaffected in the acidic medium. After
filtration, compound 25 was recovered in the filtrate, and then
engaged in the next usual steps** up to the target compound 28
(Scheme 3).

For the synthesis of 33, starting compound 2-fluoro-4-
methylaniline (29) was converted into the corresponding 2-
fluoro-4-methylbenzenesulfonamide 30 after diazotization
according to the Meerwein conditions.*® The o-fluorobenzene-
sulfonamide 30 was then converted to the target compound 33
according to a multistep sequence previously described for 4-
cyclopropyl-substituted  3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-dioxides (Scheme 4).>°

Dramatic Increase of the Potency of AMPApams by
the Dimeric Design. The evaluation of the two dimeric
molecules 16 and 22 and their constitutive monomers 28, 33,
34, and 35 as AMPApams was achieved with a fluorescence-
based calcium assay as previously described.”® HEK293 cells
stably expressing GluA2,(Q) were loaded with the calcium-
sensitive fluorescent probe Fluo-4-AM. The cells were
incubated with the modulators at different concentrations and
stimulated with r-glutamate (1 mM).”” The intensity of
fluorescence emission is positively correlated to the cytoplasmic
concentration of calcium ions and hence can be used as a
surrogate measure to estimate the calcium influx from
extracellular medium through the open AMPAR channel.
Therefore, this assay is suitable to determine the potentiating
activity of the compounds on the L-glutamate-induced AMPAR
opening. From the data obtained, the pECs, values (negative
logarithm of the modulator concentration responsible for 50%
of the maximum effect) were calculated for the six selected
molecules and compared with the pECs, values obtained in the
same conditions for the reference compounds 6 and 8 (Table
2; Figure 3).

As expected from previous SAR studies on BTD-type
AMPApams,*>*® the cyclopropyl substituent at the 4-position
was always found to be the optimal (cyclo)alkyl chain with a
gain of potency compared to the corresponding 4-methyl-
substituted compounds of at least one log unit (compare 3
versus 34; 33 versus 28; 22 versus 16). Introduction of a
methyl group at the 6-position in both series giving compounds
28 and 33 was responsible for a marked decrease of potency on
AMPARs compared to the unsubstituted compounds 34 and
35 (compare 28 versus 34 and 33 versus 35) supporting the
view that the absence of a substituent at this position should be
preferred. On the contrary, with the dimeric compounds
bearing an alkyl link at this key position, a substantial
improvement of activity on AMPARs, up to more than
10,000 times (4 log units) compared to their corresponding
monomers, was observed (compare 16 versus 34; 22 versus
35). This major enhancement led to the identification of one of
the most potent AMPApams (compound 22) ever described
with an ECq, value of 1.4 nM (pECj, value of —8.90).

We recently demonstrated that the Hill coefficient (HC),
which is sometimes improperly referred to as the “slope” of the
sigmoidal curve,®® of the concentration—response curves
obtained in our functional assay was a good surrogate to
estimate the binding stoichiometry of AMPApams.”® Therefore,
calculation of the HC has been included in Table 2. It was
noticed that compounds 16 and 22 were characterized by a HC
closer to unity, a profile that we previously observed for
compound 8.°° Such observations strongly suggest that the
dimeric compounds have a different binding stoichiometry
compared to their monomeric counterparts 28 and 33. These

Scheme 4. Synthetic Pathway Leading to the 4-Cyclopropyl-6-methyl-Substituted BTD Monomer 33“
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“i: 1: HNO,, —5°C; 2: SO,, Cu,Cl,, HOAc; 3: NH,, yield: 37%; ii: cyclopropylamine, 1,4-dioxane, A, yield: 35%; iii: triethyl orthoformate, 130°C,

yield: 35%; iv: NaBH,, 2-propanol, yield: 75%.
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Table 2. Potentiating Effects of the 3,4-Dihydro-2H-1,2,4-
benzothiadiazine 1,1-Dioxide Dimeric Molecules 16 and 22
Compared to the Corresponding Monomers 28, 33, 34, and
35 on the Calcium Flux Induced by 1 mM L-Glutamate on
HEK293 Cells Stably Expressing the GluA2,(Q) Subunit and
Their Respective Hill Coefficients

Q.0
| | s
N N HN |
COw OO L "
_NH _NH N 3
P | O NH
0 S

(16)

N e
N
@ES]\JH \C[s]\lH Z S]IH
o

o OO0 N
(35) (33) (22)
pECy," [mean + corresponding Hill coefficient”
compounds SEM (n)] ECyo~ (uM) [mean + SEM (n)]
34 3.75 + 0.02 (3) 176.3 2.8 + 04 (3)
28 3.39 +0.02 (3) 403.3 2.8 + 0.4 (3)
16 7.87 + 0.04 (3) 0.0134 12 +£0.1 (3)
35 5.04 + 0.02 (3) 9.06 22 402 (3)
33 431 + 0.03 (3) 482 22+ 03 (3)
22 8.90 + 0.05 (3) 0.0014 1.7 £ 02 (3)
6 6.090 + 0.004 (3)? 0.81¢ 3.5+ 0.1 (3)¢
8 8.70 + 0.05 (6) 0.002 14 + 02 (6)*

“pECsp: negative logarithm of the AMPApam concentration
responsible for 50% of the maximal effect (mean + SEM (n)).
bECSO: mean concentration responsible for 50% of the maximal effect,
in uM. “The Hill coefficient is given as the mean value + SEM (n).
“Results form Goffin et al.*®

data are consistent with the nature of these dimeric compounds
establishing a bridge between two AMPAR subunits, forming a
single binding pocket at this interface.

The observation that the interaction of 7-phenoxy-
substituted BTDs with two distant AMPAR subunits led to a
drastic enhancement of the activity’® seems to be confirmed
here with the dimeric compounds. To our knowledge, the
BTD-type AMPApam family shows an effect either on the
deactivation or the desensitization process.” With the dimeric

modulators we observe a “staple effect”, or at least a bridge
effect, in which the dimeric compound acts by “sticking” the
two LBD subunits together, leading to a locked position of the
2-fold symmetric GluA2 dimer and thus most probably
inhibiting completely the desensitization phenomenon. This
hypothesis is strengthened by studies on iGluRs involving rigid
bridging through cysteine—cysteine interaction where the
linking of the two different parts of the LBD with a similar
bridge significantly affected desensitization.” "'
Cocrystallization of Dimeric Compound 16 with
GluA2,-LBD Shows 1:2 Stoichiometry. To establish the
binding mode of 16 at AMPARs, we crystallized 16 in complex
with GluA2,-LBD and L-glutamate. Diffraction data were
collected to a high resolution of 1.4 A (Table 3). The complex
crystallized with two GluA2,-LBD molecules in the crystal
asymmetric unit, forming a dimer (Figure 4A). Unambiguous
electron density was observed for L-glutamate in both
orthosteric binding sites and for one molecule of 16 at the
dimer interface (Figure 4B). In the presence of 16, L-glutamate
induces a domain closure of 20.7° (chain A) and 21.7° (chain
B) relative to the apo structure of GluA2,-LBD (PDB code
IFTO, chain A). These domain closures are similar to those
observed with 1-glutamate with no modulator bound.**
Compound 16 binds at GluA2 in a low energy conformation
(2.8 kJ/mol above the global energy minimum). Therefore,
introducing an ethylene bridge in 16 only gives rise to a minor
conformational penalty. For the dimeric modulator 16, the
potency at GluA2 was increased ~30000 and ~13 000 times,
respectively, compared to its monomeric parent compound 28
(6-methyl) and the monomeric compound containing a 6-
hydrogen (34) (Table 1). Similarly, compound 22 was superior
to its monomeric parent compounds 33 (~34000) and 35
containing 6-hydrogen (~6000). The increase in potencies
corresponds to a more favorable energy of 22—26 kJ/mol. It
has previously been shown that the potency of a bivalent
modulator was greater than the sum of its fragments.”” This
could be due to a decreased loss of rotational and translational
entropy (from freezing of the overall molecular motion) in the
dimeric compound resulting from joining the fragments
compared to the binding of two individual components of
the monomer. However, other aspects related to enthalpy
might also be involved such as decreased rate of dissociation of
the dimer. The 6-hydrogen containing compounds 34 and 35
have a greater potency than 6-methyl compounds 28 and 33
(~2 and S times, respectively). This is in agreement with that

-
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Figure 3. Concentration—response curves obtained in a fluorescence-based calcium assay in GluA2,(Q)-transfected HEK293 cells. Compounds 16
and 22 show a marked increase in potency compared to their corresponding monomers (28 and 34 for 16; 33 and 3$ for 22).
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Table 3. Crystal Data, Data Collection, and Refinement
Statistics of GluA2,-LBD in Complex with L-Glutamate and
16

Crystal Data

PDB-code 6FAZ

beamline BioMAX, MAX-IV
space group P2,2,2

unit cell dimensions (A) 97.21, 12146, 47.16
molecules in a.u.” 2

Data Collection and Processing
47.16—1.40 (1.47—1.40)”
110,730 (15,969)

resolution (A)

unique reflections

average multiplicity 13.3 (13.4)

completeness (%) 100 (100)

wilson B-factor (A%) 16.6

Riperge (%)° 5.5 (64.3)

1/ol 72 (12)

Refinement

numbers of

amino-acid residues (chain A/chain B) 263/260

compound 16 1

L-glutamate/sulfate/PEG/glycerol/chloride/ 2/5/2/5/5/3/2/677
acetate/ethylene glycol/water

Ruon” (96)/Reee” (%) 13.6/16.8

average B-values (A?) for

amino acid residues (chain A/chain B) 22.6/26.4

compound 16 26.5
L-glutamate/sulfate/PEG/glycerol/chloride/ 15.6/40.1/43.9/49.2/55.7/

acetate/ethylene glycol/water 38.2/37.8/33.3
RMS deviation bonds length (A)/angles 0.007/0.98

(deg)
Ramachandran outliers/favored (%) 0/99.1
rotamer ouliers (%)/Cf outliers (%)/clash 0.8/0/2.54

score

“au.: asymmetric unit of the crystal. "Values in parentheses
correspond to the outermost resolution shell. CRme,ge = il —
Tyg |/ ZpgZilLygl, Tpy is the intensity of an individual measurement of
the flection with Miller indices hkl and I is the intensity from
multiple observations. deork = (1Bl — IFopall)/IFpal, where |
Fypal and |F, | are the observed and calculated structure factor
amplitudes, respectively. “Rg,, is equivalent to R4, but calculated
with 5% of the reflections omitted from the refinement process.fThe
Ramachandran plot was calculated according to MolProbity.>®

34 and 35 can bind in a similar manner in GluA2 as 16,
whereas a different binding mode is required for 28 and 33 to
avoid clash between the two methyl groups.

Compound 16 binds to the allosteric binding site in the same
region as other BTD modulators. The binding mode of the
dimeric modulator 16 is similar to that of the monomeric
modulator 6 (Figure 4C). However, a slight displacement of
the BTD ring systems of ~0.5 A was observed. Previously, it
was shown that introduction of a cyclopropyl group at the 4-N
nitrogen in the monomeric modulator (6) led to 10 times
improved binding affinity compared to an ethyl group (5).*
This is in agreement with what we observed in the present
study, namely, a 10 times greater potency of 22 (with
cyclopropyl) compared to 16 (with methyl) (Table 2).
Compound 16 binds symmetrically in both the B/B’ and C/
C’ subsites (Figure 4C).

Similarly to 16 and 22, compound 8 can be considered a
dimeric modulator, but it is asymmetric. However, the 3-
methoxyphenoxy substituent of 8 occupies a different space
than the benzothiadiazine dioxide of 16, with the benzene ring

positioned perpendicular to the backbone of Met517 and
Ser518.%°

The following residues are within 4 A of 16: Lys514, ProS15,
Phe516, Met517, Ser518, Ser750, Lys751, Gly752, Leu772, and
Asn775 of both subunits comprising the GluA2,-LBD dimer
(numbering with signal peptide). Of these residues, LysS14,
ProS1S, Ser518, Ser750, Leu772, and Asn775 are protruding
into the modulator binding site (Figure 4B). Notably, SerS18
and Ser750 are present in two side-chain conformations in both
subunits of which one conformation of Ser518 in both subunits
are lining the ethylene bridge of 16. Both conformations of
Ser518 form water-mediated contacts to both conformations of
Ser750 (Figure 4B). Compound 16 only forms two hydrogen
bonds to the receptor subunits: a hydrogen bond is seen from
both sulfonamide nitrogen atoms of 16 to the backbone oxygen
atom of ProS1S in each subunit (Figure 4B). In addition, a
water-mediated hydrogen bond is formed from an oxygen atom
of each sulfonamide in 16 to the side chain of Asn775. Thus,
the monomeric parts of 16 make polar contacts to the receptor
subunits in a symmetrical manner.

B CONCLUSIONS

The aim of the present study was to develop dimeric
compounds able to fit the allosteric binding sites located on
both sides of the AMPAR dimer interface. The design of such
molecules was motivated by the putative gain of activity
resulting from a double occupancy of the binding site. Previous
X-ray data obtained with “monomeric” BTD-type AMPApams
clearly highlighted the close proximity of two molecules of such
modulator on two close receptor subunits and that it could be
possible to design dimeric molecules interacting with both sides
of the LBD dimer interface.

Molecular modeling was used to perform the virtual docking
of a series of large dimeric molecules in the double-sided
allosteric pocket. The best fits were obtained with dimeric
compounds linked together by an ethylene bridge between
their respective 6-positions. It should be noticed that there was
a little difference in the predicted binding affinities between
compounds differing by the nature of the substituent (methyl
or cyclopropyl) introduced at the 4-position of the two BTD
scaffolds.

According to these data, two dimeric molecules, compounds
16 and 22, were selected for chemical synthesis. This was done
following two different synthetic pathways. For the 4-methyl-
substituted compound 16, a convergent pathway was developed
in which the 1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide ring was first
built and for which the cross-linkage took place in the last steps.
For the 4-cyclopropyl-substituted compound 22, the cross-
linking step was performed much earlier in the synthesis route,
and the ring closure of the heterocycle was built in the final
steps.

The pharmacological evaluation of the target compounds and
their corresponding constitutive monomers was performed on
HEK293 cells expressing the GluA2,(Q) receptor, and the
variations of cytoplasmic calcium content were followed with a
fluorescent probe. The AMPApam activity of dimeric
compound 22 was found to be approximately 10 times higher
than dimeric compound 16, an observation that differs only
slightly from the docking results. For the whole series of tested
compounds, the cyclopropyl group was always found to be the
best choice of alkyl substituent at the 4-position of the BTD
ring. Interestingly, both dimeric molecules 16 and 22 showed
about 10 000 times lower EC;, values than their corresponding

DOI: 10.1021/acs.jmedchem.8b00250
1 Mod hom XYYYX XYY YXYY_YYY



Journal of Medicinal Chemistry

Figure 4. Structure of GluA2,-LBD in complex with L-glutamate (Glu) and 16. (A) Left: side-view of the GluA2,-LBD dimer (light green and dark
green cartoon representation), showing that 16 (magenta sticks) binds in the lower part of the dimer interface. L-Glutamate is shown as gray sticks.
Right: a 90° horizontally rotated view. (B) Zoom in on the modulator binding site, showing the 2F,—F, omit electron density map contoured at 1o
and carved at 1.2 A around the modulator. Residues within 4 A of 16 and protruding into the binding site are shown as lines. Polar interactions (up
to 3.5 A) of 16 with GluA2,-LBD residues and water molecules (red spheres) are shown as stippled, black lines. In addition, water-mediated contacts
between Ser518 and Ser750 are shown as red stippled lines. (C) Comparison of the binding mode of 16 and 6 (pdb code 4N07), showing that 16
and 6 (in beige sticks) occupy the same binding sites at the GluA2,-LBD dimer interface. The circles indicate the different subsites. GluA2, chains

belonging to the structure with 16 are shown as cartoon representation.

unsubstituted BTD monomers (compounds 34 and 35). To
the best of our knowledge, compound 22, with an ECj, value of
1.4 nM, may be considered as one of the most potent
AMPApams ever described in the literature, expressing a
potency in the same order of magnitude as the recently
described compound 8. Ultimately, the cocrystallization of
dimeric compound 16 with GluA2,-LBD clearly demonstrated
that the two allosteric binding sites located at the LBD dimer
interface were able to host the dimeric compound occupying
the position of two separated monomers.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Procedures. Melting points were determined on a Biichi
Tottoli capillary apparatus and are uncorrected. The 'H and *C NMR
spectra were recorded on a Bruker Avance (500 MHz for 'H; 125
MHz for C) instrument using deuterated dimethyl sulfoxide
(DMSO-dg) as the solvent with tetramethylsilane (TMS) as an
internal standard; chemical shifts are reported in & values (ppm)
relative to that of internal TMS. The abbreviations s = singlet, d =
doublet, t = triplet, ¢ = quadruplet, m = multiplet, dd = doublet of
doublet, qd = quadruplet of doublet, dt = doublet of triplet, tt = triplet
of triplet, and bs = broad singlet are used throughout. Elemental

analyses (C, H, N, S) were realized on a Thermo Scientific Flash EA
1112 elemental analyzer and were within +0.4% of the theoretical
values for carbon, hydrogen, and nitrogen. This analytical method
certified a purity of >95% for each tested compound. All reactions
were routinely checked by TLC on silica gel Merck 60 F254.

4-Bromo-2-(methylamino)benzenesulfonamide (11). 4-Bromo-2-
fluorobenzenesulfonamide (10) (4 g, 15.7 mmol) was dissolved in a
1:3 mixture of 1,4-dioxane and methylamine solution 40% in water (20
mL). The solution was heated in a microwave oven at 135 °C for 25
min. After cooling, the solvent was removed by distillation under
reduced pressure. The pink solid was suspended in water, collected by
filtration, and dried in a vacuum desiccator (yield: 96%). m.p., 171—
173 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d,) & 7.51 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, 6
H), 7.38 (s, 2H, SO,NH,), 6.87 (d, ] = 1.8 Hz, 1H, 3-H), 6.82 (dd, ] =
8.4 Hz/19 Hz, 1H, 5-H), 6.01 (q, ] = 4.5 Hz, 1H, NH), 2.83 (d, ] =
4.9 Hz, 3H, NHCH;); 3C NMR (125 MHz, DMSO-d;) & 146.7 (C-
1), 130.0 (C-6), 127.2 (C-4), 124.1 (C-2), 117.0 (C-5), 113.3 (C-3),
30.0 (NCH,).

2-(Methylamino)-4-vinylbenzenesulfonamide (12). To a solution
of 4-bromo-2-(methylamino)benzenesulfonamide (11) (1.9 g 7.17
mmol) in 1,4-dioxane (14 mL), potassium vinyltrifluoroborate (1.15 g,
8.6 mmol, 1.2 equiv) was added. Once the salt was completely
solubilized, an aqueous solution of NaOH 10% (6.3 mL) was added,
followed by Pd(OAc), (4.3 mg, 0.27 mol %). This mixture was heated
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to reflux for 24 h. Once returned to room temperature, the crude black
suspension was filtered. The aqueous filtrate was then extracted with
ethyl acetate (3 X 25 mL). The organic layers were combined, washed
with brine (15 mL), and dried over MgSO,. The solvent was removed
under reduced pressure, and the oily residue was recrystallized in a
mixture of methanol/water 1:2 (yield: 33%). m.p., 128—131 °C; 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d,) 6 7.57 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, 6-H), 7.26 (s,
2H, SO,NH,), 6.80 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 5-H), 6.76 (s, 1H, 3-H), 6.72
(dd, J = 17.7, 109 Hz, 1H, CH,CH), 5.92 (d, J = 17.6 Hz, 1H, Z—
CH,CH), 5.87 (q, J = 4.9 Hz, 1H, NHCH,), 5.35 (d, ] = 109 Hz, 1H,
E—CH,CH), 2.86 (d, ] = 4.9 Hz, 3H, NCH,); 3C NMR (125 MHz,
DMSO-d,) 6 1459 (C-1), 141.8 (C-4), 1364 (CH), 128.5 (C-6),
124.0 (C-2), 1164 (CH,), 111.9 (C-5), 109.0 (C-3), 29.6 (NCHS,).
4-Methyl-6-vinyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxide (13). 2-
(Methylamino)-4-vinylbenzenesulfonamide (12) (1.13 g, 5.3 mmol)
was heated under stirring in triethyl othoformate (S mL) at 135 °C for
4 h. The resulting suspension was cooled on an ice bath, and the solid
product was collected by filtration, washed with ether, and dried
(yield: 81%). m.p., >300 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d,) & 8.08
(s, 1H, 3-H), 7.85 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 8-H), 7.70 (dd, J = 8.3, 1.4 Hg,
1H, 7-H), 7.52 (d, ] = 1.4 Hz, 1H, 5-H), 6.88 (dd, J = 17.7, 11.0 Hz,
1H CH,CH), 6.14 (d, ] = 17.6 Hz, 1H, Z—CH,CH), 5.53 (d, ] = 109
Hz, 1H, E—~CH,CH), 3.65 (s, 3H, NCH;); *C NMR (125 MHz,
DMSO-d¢) § 151.3 (C-3), 141.7 (C-6), 1362 (C-4a), 135.1 (CH),
124.4 (C-8), 1239 (C-7), 121.6 (C-8a) 118.7 (CH,), 1143 (C-5),
382 (NCH,).
4-Methyl-6-vinyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Di-
oxide (14). 4-Methyl-6-vinyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide
(13) (0.4 g, 1.83 mmol) was stirred in suspension in isopropanol
(10 mL) at 60 °C. NaBH, (0.2 g, 3 equiv) was added, and the mixture
was stirred for 15 min. The solvent was removed by distillation under
reduced pressure, the crude product was taken in water, and the
suspension was adjusted to acidic pH by means of 6 N HCL. The
aqueous suspension was then extracted with methylene chloride (3 X
30 mL). The combined organic layers were washed with brine and
dried over MgSO,. The filtrate was evaporated to dryness, and the
resulting solid residue was suspended in water, collected by filtration,
washed with water, and dried (yield: 61%). m.p., >300 °C; 'H NMR
(500 MHz, DMSO-d,) 6 8.03 (t, ] = 7.9 Hz, 1H, NH), 749 (d, ] = 8.1
Hz, 1H, 8-H), 6.95 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, 7-H), 6.88 (d, ] = 1.4 Hz, 1H, 5-
H), 6.72 (dd, ] = 17.6, 10.9 Hz, 1H, CH,CH), 5.95 (dd, ] = 17.6, 0.8
Hz, 1H, Z—CH,CH), 5.38 (d, J = 11.0 Hz, 1H, E—~CH,CH), 4.65 (d, ]
= 8.1 Hgz, 2H, CH,), 2.97 (s, 3H, NCH,); *C NMR (125 MHz,
DMSO-d,) 6 144.4 (C-6), 141.6 (C-4a), 1362 (CH,CH), 124.4 (C-
8), 122.0 (C-8a), 116.5 (CH,CH), 113.6 (C-7), 111.7 (C-5), 62.2 (C-
3), 35.9 (NCH,).
(E)-6,6'-(Ethene-1,2-diyl)bis(4-methyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-ben-
zothiadiazine 1,1-dioxide) (15). 4-Methyl-6-vinyl-3,4-dihydro-2H-
1,24-benzothiadiazine 1,1-dioxide (14) (0.2 g 0.89 mmol) was
solubilized in methylene chloride (3 mL) and supplemented with
Hoveyda-Grubbs II catalyst (0.01 mol %) under nitrogen, and the
mixture was heated to reflux. Every 30 min, the nitrogen was fluxed
and replaced with fresh volume. After 4 h, the reaction mixture was
cooled to room temperature, and the solid was collected by filtration,
washed with ether, and dried (yield: 65%). m.p., 331 °C
(decomposition); 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 8.06 (t, | =
7.9 Hz, 1H, NH), 7.54 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, 8-H), 7.37 (s, 1H, CH), 7.10
(dd, J = 8.2, 1.6 Hz, 1H, 7-H), 7.05 (d, ] = 1.5 Hz, 1H, 5-H), 4.68 (d, ]
= 7.6 Hz, 2H, CH,), 3.01 (s, 3H, NCH,); C NMR (125 MHz,
DMSO-d,) & 144.3 (C-6), 141.2 (C-4a), 130.0 (CH linker), 124.5 (C-
8), 121.8 (C-8a), 114.3 (C-7), 112.2 (C-5), 62.3 (C-3), 36.2 (NCH,).
6,6'-(Ethane-1,2-diyl)bis(4-methyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzo-
thiadiazine 1,1-dioxide) (16). (E)-6,6'-(Ethene-1,2-diyl)bis(4-methyl-
3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide) (15) (0.13 g, 0.31
mmol) was dissolved in DMF (S mL) and was supplemented with
10% palladium on charcoal (13 mg). The resulting suspension was
placed under 12 bar of H, for 1 h. The solvent was removed by
distillation under reduced pressure, and the residue was recrystallized
in methanol, collected by filtration, and dried (yield: 25%). m.p., 313
°C (decomposition); 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 6 7.91 (s, 1H,

NH), 7.42 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, 8-H), 6.71 (s, 1H, 5-H), 6.70 (dd, J = 7.1
Hz/1.2 Hz, 1H, 7-H), 4.62 (s, 2H, CH,), 2.91 (s, 3H, NCH,), 2.86 (s,
2H, CH, (linker)); 3C NMR (125 MHz, DMSO-d,) & 146.9 (C-6),
144.0 (C-4a), 124.0 (C-8), 120.6 (C-8a), 116.8 (C-7), 1134 (C-5),
624 (C-3), 36.7 (CH, linker), 362 (NCH,). Anal. (C,5H,,N,0,S,)
caled: N 13.26%, C 51.17%, H 5.25%, S 15.18%. Found: N 13.22%, C
51.29%, H 5.29%, S 14.71%.
4-Bromo-2-(cyclopropylamino)benzenesulfonamide (17). 4-
Bromo-2-fluorobenzenesulfonamide (10) (4.0 g, 15.7 mmol) was
dissolved in a 1:1 mixture of 1,4-dioxane and cyclopropylamine (20
mL). The solution was heated in a microwave oven to 135 °C for 25
min. After cooling, the solvent was removed by distillation under
reduced pressure. The solid residue was recrystallized from methanol/
water 1:2, collected by filtration, washed with water, and dried in a
vacuum desiccator (yield: 75%). m.p., 201—204 °C; 'H NMR (500
MHz, DMSO-dg) § 7.52 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, 6-H), 7.43 (bs, 2H,
SO,NH,), 7.25 (d, J = 1.9 Hz, 1H, 3-H), 6.90 (dd, ] = 8.4, 1.9 Hz, 1H,
s-H), 621 (d, J = 1.8 Hz, 1H, NH), 2.50 (m, 1H, CH(CH,),), 0.87—
0.76 (m, 2H, CH(CH,),), 0.56—0.49 (m, 2H, CH(CH,),); *C NMR
(125 MHz, DMSO-d,) 6 146.6 (C-1), 129.9 (C-6), 126.8 (C-4), 124.4
(C-2), 118.0 (C-5), 114.9 (C-3), 24.2 (NCH;), 7.1 (CH(CH,),).
2-(Cyclopropylamino)-4-vinylbenzenesulfonamide (18). The title
compound was obtained according to the procedure described for
compound 12 starting from compound 17 (yield: 86%). m.p., 155—
161 °C; "H NMR (500 MHz, DMSO-dy) 6 7.61—7.51 (m, 1H, 6-H),
7.31 (s, 2H, SO,NH,), 7.15 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, 3-H), 6.87 (dd, ] = 8.2,
1.6 Hz, 1H, 5-H), 6.74 (dd, ] = 17.6, 10.9 Hz, 1H, CHCH,), 6.11 (s,
1H, NH), 5.90 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Z-CHCH,), 537 (d, ] = 17.5 Hz,
1H, E-CHCH,), 2.50 (m, 1H, CH(CH,),), 0.88—0.72 (m, 2H,
CH(CH,),), 0.57—0.43 (m, 2H, CH(CH,),); *C NMR (125 MHz,
DMSO-dg) & 146.0 (C-4), 141.0 (C-1), 136.3 (CHCH,), 128.0 (C-6),
124.0 (C-2), 1164 (CH,), 113.0 (C-5), 110.7 (C-3), 24.5 (CH-
(CH,),), 7.2 (CH(CH,),).
(E)-4,4'-(Ethene-1,2-diyl)bis(2-(cyclopropylamino)-
benzenesulfonamide) (19). The title compound was obtained
according to the procedure described for compound 15 starting
from compound 18 (yield: 89%). m.p., 247 °C (decomposition); 'H
NMR (500 MHz, DMSO-d;) & 7.61 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, 6-H), 7.37—
7.28 (m, 3H, SO,NH, and 3-H), 7.09 (dd, J = 8.4, 1.5 Hz, 1H, S-H),
6.16—6.11 (m, 1H, NH), 2.56 (tt, ] = 6.4, 33 Hz, 1H, CH(CH,),),
0.86 (m, ] = 6.6, 3.3 Hz, 2H, CH(CH,),), 0.55 (m, | = 44 Hz, 2H,
CH(CH,),); *C NMR (125 MHz, DMSO-d,) & 145.6 (C-4), 141.1
(C-1) 130.0 (C-6), 128.5 (CH linker), 124.1 (C-2), 1133 (C-5), 111.6
(C-3), 24.6 (NCH), 7.4 (CH(CH,),).
4,4'-(Ethane-1,2-diyl)bis(2-(cyclopropylamino)-
benzenesulfonamide) (20). The title compound was obtained
according to the procedure described for compound 16 starting
from compound 19 (yield: 90%). m.p., 220—222 °C; 'H NMR (500
MHz, DMSO-dg) § 7.50 (d, J] = 8.1 Hz, 1H, 6-H), 7.23 (s, 2H,
SO,NH,), 6.94 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, 3-H), 6.62 (dd, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H,
5-H), 6.05 (d, ] = 1.6 Hz, 1H, NH), 2.90 (s, 2H, CH,), 2.43—2.37 (m,
1H, CH(CH,),), 0.76 (dt, ] = 6.6, 3.3 Hz, 2H, CH(CH,),), 0.50—0.41
(m, 2H, CH(CH,),); 3*C NMR (125 MHz, DMSO-d) & 146.8 (C-4),
145.5 (C-1), 128.0 (C-6) 123.0 (C-2), 115.9 (C-5), 112.6 (C-3), 36.4
(CH, linker), 24.5 (NCH), 7.3 (CH(CH,),).
6,6'-(Ethane-1,2-diyl)bis(4-cyclopropyl-4H-1,2,4-benzothiadia-
zine 1,1-dioxide) (21). The title compound was obtained according to
the procedure described for compound 13 starting from compound 20
(yield: 87%). m.p., 298 °C (decomposition); 'H NMR (500 MHz,
DMSO-d;) 5 8.09 (s, 1H, 3-H), 7.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 8-H), 7.53 (s,
1H, 5-H), 747 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, 7-H), 3.26 (m, ] = 7.2, 3.9 Hz, 1H,
CH(CH,),), 3.15 (s, 2H, CH, linker), 1.09 (t, ] = 6.6 Hz, 2H
CH(CH,),), 0.93—0.84 (m, 2H, CH(CH,),); *C NMR (125 MHz,
DMSO-dg) & 1514 (C-3), 146.6 (C-6), 1363 (C-4a), 127.2 (C-8),
124.1 (C-7), 1203 (C-8a), 1163 (C-5), 363 (CH, linker), 32.1
(NCH), 7.3 (CH(CH,),).
6,6'-(Ethane-1,2-diyl)bis(4-cyclopropyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-ben-
zothiadiazine 1,1-dioxide) (22). The title compound was obtained
according to the procedure described for compound 14 starting from
compound 21 suspended in isopropanol and adding DMF dropwise
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until the reactant was solubilized before the addition of NaBH, (yield:
82%). m.p., 290 °C (decomposition); 'H NMR (500 MHz, DMSO-
dg) 6778 (t, ] = 7.9 Hz, 1H, NH), 7.43 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, 8-H), 7.02
(d, J = 1.5 Hz, 1H, 5-H), 6.75 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H, 7-H), 4.61 (d, ]
= 7.7 Hz, 2H, 3-H), 292 (s, 2H, CH, linker), 2.41 (m, 1H,
CH(CH,),), 0.90—0.84 (m, 2H, CH(CH,),), 0.58 (m, 2H, CH-
(CH,),); C NMR (125 MHz, DMSO-d) & 146.1 (C-6), 143.9 (C-
4a), 1242 (C-8), 121.2 (C-8a), 117.8 (C-7), 1142 (C-5), 61.0 (C-3),
36.5 (CH, linker), 29.6 (NCH), 8.4 (CH(CH,),). Anal
(CHyeN,0,S,) caled: N 11.80% C 55.68% H 5.52% S 13.51%.
Found: N 11.77% C 55.88% H 5.67% S 13.05%.

2-Amino-4-methylbenzenesulfonamide (25). A solution of m-
toluidine (23) (10 g, 93.3 mmol) in nitromethane (40 mL) was added
to a stirred, ice-cooled solution of chlorosulfonyl isocyanate (9 mL) in
nitromethane (25 mL) during S min. This addition resulted in a
suspension. Aluminum chloride (14.0 g, 105 mmol) was added at
once, resulting in a clear solution. The reaction mixture was then
refluxed for 30 min, cooled, and poured into ice—water. The
precipitated solid was collected by filtration and washed with water.
The precipitate was suspended in water and then extracted three times
with ethyl acetate. The combined organic layers were dried over
MgSO, and filtered. The filtrate was concentrated to dryness under
reduced pressure. The residue was taken in water (100 mL), and the
mixture was adjusted to pH 12 with NaOH 10% w/w in water, treated
with charcoal, and filtered. The filtrate was then acidified by the
addition of 12 N HC], and the solid that precipitated was collected by
filtration. This solid consisted in the mixture of the two isomers (24a
and 24b). This solid was dispersed in 50% w/w sulfuric acid in water
and refluxed during 6 h. After being cooled, the mixture was filtered
and afforded a solid (mainly unchanged 24a) and a filtrate containing
compound 25. After neutralizing the filtrate with NaOH 40% w/w in
water, the solvent was evaporated under reduced pressure. The residue
was suspended in hot ethanol (200 mL) and filtered. The resulting
filtrate was concentrated to dryness under reduced pressure, and the
residue of the title compound was recrystallized in methanol/water 1:2
(yield: 19%)/ m.p., 121—=122 °C (lit. 124—126 °C*).

6-Methyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (26). The title
compound was obtained according to the procedure described for
compound 13 starting from compound 25 (yield: 76%). m.p., 186—
195 °C; 'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz) § 12.17 (s, 1H, NH), 7.94
(s, 1H, 3-H), 7.69 (d, 1H, 8-H), 7.58 (s, 1H, 5-H), 7.25 (d, 1H, 7-H),
2.39 (s, 3H, 6—CH,); '3C NMR (125 MHz, DMSO-dy) 6 147.5 (C-3),
143.5 (C-6), 134.6 (C4a), 127.7 (C-8a), 123.6 (C-8), 120.1 (C-7),
117.0 (C-5), 21.1 (CHS,).

4,6-Dimethyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (27). The
mixture of 6-methyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide (26) (1 g
4.62 mmol), potassium carbonate (2 g), and methyl iodide (1.7 mL) in
acetonitrile (30 mL) was heated at 60 °C for 3 h. The solvent was
removed by distillation under reduced pressure, and the residue was
suspended in water (40 mL). The resulting insoluble material was
collected by filtration, washed with water, dried and recrystallized in
ethyl acetate (yield: 75%). m.p., 269—272 °C; 'H NMR (DMSO-d,,
500 MHz) 8.04 (s, 1H, 3-H), 7.76 (d, 1H, 8-H), 7.37 (d, 1H, 7-H),
7.32 (s, 1H, 5-H), 3.59 (s, 3H, NCHj;), 2.44 (s, 3H, 6-CH,); *C NMR
(125 MHz, DMSO-dg) § 151.1 (C-3), 143.8 (C-6), 135.8 (C-4a),
127.7 (C-7), 124.0 (C-8), 120.2 (C-8a), 1164 (C-5), 38.0 (NCH,),
214 (6-CH,).

4,6-Dimethyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-Dioxide
(28). The title compound was obtained according to the procedure
described for compound 14 starting from compound 27 (yield: 75%).
mp, 141-142 °C; 'H NMR (DMSO-dg, 500 MHz) & 7.95 (t, 1H,
NH) 7.40 (d, 1H, 8-H), 6.66 (s, 1H, 5-H), 6.62 (d, 1H, 7-H), 4.63 (d,
2H, 3-H,), 2.92 (s, 3H, NCHj;), 2.29 (s, 3H, 6-CH,); *C NMR (125
MHz, DMSO- dg) & 144.0 (C-6), 143.3 (C-4a), 124.0 (C-8), 120.3 (C-
8a), 117.3 (C-7), 113.8 (C-5), 62.3 (C-3), 36.1 (NCH,), 21.6 (6-
CH,). Anal. (CoH;,N,0,8) caled: N 13.20%, C 50.92%, H 5.70% S
15.10%. Found: N 13.14%, C 50.61%, H 5.50% S 15.53%.

2-Fluoro-4-methylbenzenesulfonamide (30). A portion of glacial
acetic acid (160 mL) was saturated for 30 min with gaseous sulfur
dioxide. To the resulting solution, cooled on an ice bath, was added

under stirring an aqueous solution of CuCl, (7 g in 20 mL)
(suspension A). 2-Fluoro-4-methylaniline (29) (15 g, 87 mmol) was
dissolved in a mixture of glacial acetic acid (160 mL) and 16 N HCl
(40 mL). To the resulting solution, cooled in an ice—salt bath (—5
°C), was added dropwise under stirring an aqueous solution of NaNO,
(8 g in 20 mL, 116 mmol). At the end of the addition, the resulting
solution was slowly mixed with suspension A. After being stirred for 15
min, the suspension was poured onto ice (400 g). The resulting
precipitate was collected by filtration, washed with water, and
immediately dissolved in 1,4-dioxane (150 mL). The solution obtained
was added gradually, under stirring, to a concentrated ammonium
hydroxide solution (300 mL) previously cooled on an ice bath. After
the resulting solution was stirred for 30 min, the organic solvent and
part of the ammonia were removed by evaporation under reduced
pressure. The aqueous solution/suspension obtained was adjusted to
neutral pH by adding 6 N HCL. The precipitate formed was collected
by filtration, washed with water, and dried (yield: 37%). m.p., 136—
137 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-d,) 8 7.66 (t, ] = 7.9 Hz, 1H, 8-
H),7.59 (d, ] = 4.7 Hz, 2H, SO,NH,), 7.26 (d, J = 11.3 Hz, 1H, 7-H),
7.17 (t, ] = 6.4 Hz, 1H, 3-H), 2.38 (d, ] = 4.0 Hz, 3H, CH,); *C NMR
(125 MHz, DMSO-dy) & 158.9—156.9 (d, J = 252.3 Hz, C-2), 145.5
(C-1), 128.8—128.7 (d, J = 14.4 Hz, C-6), 128.1 (C-4), 124.9 (C-5),
117.3—117.1 (d, 20.8 Hz, C-3), 20.8 (CH,).
2-(Cyclopropylamino)-4-methylbenzenesulfonamide (31). 2-Flu-
oro-4-methylbenzenesulfonamide (30) (S g, 21 mmol) was introduced
into a hermetically closed vessel containing a mixture of 1,4-dioxane
(70 mL) and cyclopropylamine (3.5 mL, SO mmol). The closed vessel
was placed in an oven at 100 °C for 240 h. After this time period, the
solvent and the reagent were removed by distillation under reduced
pressure. The residue was taken up in methanol (20 mL), and the
insoluble material, which contained the title product, was collected by
filtration, washed with methanol, and dried. This compound was used
in the next step without further purification (yield: 35%). '"H NMR
(500 MHz, DMSO-d,) 8 7.48 (d, ] = 7.9 Hz, 1H, 6-H), 7.23 (s, 2H,
SO,NH,), 694 (s, 1H, 3-H), 6.58—6.49 (m, 1H, 5-H), 6.06 (s, 1H,
NH), 2.45 (dp, ] = 9.7, 3.7, 3.2 Hz, 1H, CH(CH,),), 2.29 (s, 3H,
CH;), 0.85—0.71 (m, 2H, CH(CH,),), 0.50 (p, J = 4.3 Hz, 2H,
CH(CH,),); C NMR (125 MHz, DMSO-dy) & 145.4 (C-4), 143.2
(C-1), 128.1 (C-6), 122.6 (C-2), 1164 (C-5), 113.0 (C-3), 24.5
(CH(CH,),), 21.5 (CH,), 7.3 (CH(CH,),).
4-Cyclopropyl-6-methyl-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide
(32). The title compound was obtained according to the procedure
described for compound 13 starting from compound 31 (yield: 35%).
m.p., 224—226 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO-dq) & 8.12 (s, 1H, 3-
H), 7.77 (d, ] = 7.9 Hz, 1H, 8-H), 7.64 (s, 1H, 5-H), 7.39 (d, ] = 8.4
Hz, 1H, 7-H), 3,34 (bs with water, 1H, NCH), 2.48 (s, 3H, CH;),
1.30-1.08 (m, 2H, CH(CH,),), 1.00 (dt, J = 69, 49 Hz, 2H,
CH(CH,),); *C NMR (125 MHz, DMSO-dy) § 151.4 (C-3), 143.7
(C-6), 1365 (C-4a), 127.6 (C-7), 124.0 (C-8), 119.8 (C-8a), 116.5
(C-5), 32.1 (CH,), 21.6 (NCH), 7.3 (CH(CH,),).
4-Cyclopropyl-6-methyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-benzothiadiazine
1,1-Dioxide (33). The title compound was obtained according to the
procedure described for compound 14 starting from compound 32
(yield: 75%). m.p., 157—158 °C; '"H NMR (500 MHz, DMSO-d) &
7.81 (s, 1H, NH), 7.45—7.38 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, 8-H), 7.08 (s, 1H, 5-
H), 6.70 (d, ] = 8.0 Hz, 1H, 7-H), 4.63 (d, ] = 4.9 Hz, 2H, CH,), 2.32
(d, J = 5.1 Hz, 3H, CHy), 092 (qd, ] = 6.5, 4.2 Hz, 2H, CH(CH,),),
0.65 (g, J = 4.1, 2.8 Hz, 2H, CH(CH,),); “C NMR (125 MHzg,
DMSO-dg) § 144.1 (C-6), 142.9 (C-4a), 1242 (C-8), 120.8 (C-8a),
1183 (C-7), 1145 (C-5), 61.1 (C-3), 29.6 (CH,), 21.7 (NCH),
8.4(CH(CH,),). Anal. (C,,H,N,0,S) cald: N 11.76%, C 55.44%, H
5.92%, S 13.45%. Found: N 12.10%, C 55.78%, H 5.99%, S 13.60%.
Fluorescent-Based Calcium Assay on GluA2,(Q) Cells. The
pharmacological evaluation of the target molecules was performed as
described previously.” Briefly, HEK293 cells stably expressing AMPA
channel GluA2,(Q) were routinely grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS),
1% penicillin and streptomycin (5000 U/mL), 1% L-glutamine (200
mM), and Geneticin (G418—600 mg/mL). The measurement of the
fluorescence intensity was carried out using fluorescent microplate
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reader Fluoroskan Ascent FT equipped with two dispensers (Thermo
Electron Corporation, Finland). After trypsinization, the cells were
washed twice using Hank’s balanced salt solution (HBS, 120 mM
NaCl, 2 mM KCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES, pH
7.4) and incubated for 1 h with fluorescent dye Fluo-4/AM (S pug/mL;
Molecular Probes, Invitrogen, Merelbeke Belgium). The cells were
rinsed twice with HBS, and 100 yL of the resulting cell suspension in
HBS buffer was introduced into each well of a 96-well plate (density of
150 000 cells/well). The evaluated compounds were applied at various
concentrations (from 107! M to 3 X 107 M, with maximal DMSO
concentration = 1%). After shaking the plate for 30 s at 1200 rpm, the
emission was read at 538 nm after an excitation at 485 nm during S00
ms per measure. Measurement of a vehicle control was followed by
injection of a 10 mM L-glutamate solution (10 uL), a fluorescence
measurement (2 min), 15 s of shaking at 1200 rpm, and a final
fluorescence measurement (S min). The results are expressed as the
ECy, value, which is the concentration required to reach half of the
maximal intensity, and are calculated by nonlinear regression analysis
(GraphPad Prism software) from at least three independent
concentration—response curves made in triplicate.

Molecular Modeling. The cocrystal structure of monomer 6 with
GluA2,-LBD-L504Y-N775S (PDB code 4N07) was used in the
docking study. The target protein was prepared with Discovery Studio
4.0, while the docking procedure was carried out with the automated
GOLD 5.3.0 program.”* The binding site was defined as a 10 A sphere
starting from the two monomers 6 in the crystal structure, allowing the
incorporation of both monomers as well as the amino acids interacting
with them. Potential dimeric compounds were sketched with
ChemDraw (PerkinElmer Informatics) and prepared for docking
with Discovery Studio 4.0 (Accelrys Inc., San Diego, California, USA).
For each ligand, the number of genetic algorithm (GA) runs was set at
100. The default ChemPLP score function was used, and the search
efficiency was fixed at 200%. For the output, we asked GOLD to keep
the 20 best solutions for each ligand. From these solutions, clusters
based on the orientation adopted by the docking poses were identified.
From the cluster having the highest occurrence, we kept the best
representative (higher PLP fitness score). This representative was then
used for the minimization in situ and free binding energy calculation.
The in situ minimization, free binding energy calculations, and
interactions visualization were performed with Discovery Studio (DS)
4.0 (Accelrys Inc, San Diego, California, USA). The in situ
minimization and free binding energy calculation were launched in
the same DS protocol. In this protocol, the ligand conformational
entropy**° was also considered (conformers generated with the
BEST algorithm), and generalized Born with molecular volume
(GBMV) was used as implicit solvent model.

Crystallography. GluA2,-LBD was expressed and purified as
previously described.*” A suspension of 16 in buffer with glutamate
and 10% DMSO (S mM L-glutamate, 20 mM 16, 10 mM HEPES (pH
7.0), 20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% DMSO) was mixed using
shaking in the cold room overnight. Then, to the GluA2,-LBD
solution (in 10 mM HEPES (pH 7.0), 20 mM NaCl, 1 mM EDTA)
was added 16 suspension to a resulting concentration of S mg/mL
protein and 7 mM 16 suspension. The protein—ligand suspension was
left at 6 °C for 4 days with periodic shaking. The hanging drop vapor
diffusion method was used for crystallization of the complex at 6 °C.
The drops consisted of 1 uL of protein—ligand solution and 1 uL of
reservoir solution. The reservoir volume was 0.5 mL. The crystal used
for data collection was obtained using a reservoir solution consisting of
15% PEG4000, 0.3 M ammonium sulfate, 0.1 M phosphate-citrate
buffer pH 4.5. The crystal was cryo-protected using reservoir solution
containing 20% glycerol before flash-cooling in liquid nitrogen.

X-ray diffraction data were collected at BioMAX, MAX IV, Lund,
Sweden to a resolution of 1.4 A. The data were processed with XDS™
and scaled using SCALA*® in CCP4.%° The structure was solved with
molecular replacement using PHASER®' in CCP4, with the structure
of GluA2,-L504Y-N775S-LBD in complex with glutamate and 6 as
search model (PDB code 4N07, chain A). The structure was built with
AUTOBUILD in PHENIX.”> The program MAESTRO [version
10.1.013, Schrédinger, LLC, New York, NY, 201S] was used to

generate coordinate file for compound 16. The energy minimization
and conformational search were calculated in water. The parameter file
of 16 was obtained using eLBOW,** keeping the geometry obtained
from MAESTRO. The structure was manually adjusted in COOT>*
and refined in PHENIX with individual isotropic B-factors in the initial
refinements and anisotropic B-factors at the final refinements, as well
as riding H atoms. The structure validation was done using tools in
COOT, MolProbity™® in PHENIX, and the wwPDB Validation
Service. The LBD domain closure induced by 16 was calculated
using the DynDom server’” relative to the apo structure of GluA2,-
LBD (PDB code 1FTO, chain A). Figure 4 was made in PyMOL
[version 2.0.3, The PyMOL Molecular Graphics Systems, V.S., LLC].
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