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INTRODUCTION GENERALE 

Le terme général « cancer » regroupe un nombre important de maladies pouvant toucher 

tous les organes. On distingue deux types particuliers : les cancers dits « solides » qui 

touchent des organes fonctionnels (poumon, pancréas, peau…) et les cancers dits 

« liquides » qui correspondent à des hémopathies des composants du sang (érythrocytes, 

leucocytes, thrombocytes…).  

Il s’agit d’une pathologie multifactorielle impliquant des facteurs génétiques et des facteurs 

environnementaux. Des études épidémiologiques ont montré que le tabagisme, l’abus 

d’alcool, l’imprégnation hormonale, le contact avec certaines substances chimiques, 

l’exposition excessive aux rayonnements solaires constituent notamment des facteurs de 

risque menant au développement de cette maladie [1,2]. L’association de facteurs de risques 

et l’importance de l’exposition (en temps et en quantité) semblent être des facteurs 

déterminants. 

Les cellules cancéreuses présentent des caractéristiques particulières dues à une ou 

plusieurs mutations somatiques soit de façon spontanée, soit par contact avec des agents 

mutagènes. Les voies de signalisation cellulaire vont ainsi être perturbées. Les cellules 

cancéreuses se multiplient plus rapidement que les cellules normales avec perte de 

sensibilité aux mécanismes d’apoptose notamment ; ce qui les rend «immortelles». Les 

mitoses ne sont pas plus rapides mais le nombre des cellules en division est plus élevé. Cette 

perturbation de la régulation du cycle cellulaire provoque une prolifération anarchique et un 

envahissement du tissu voisin à l’origine de la formation de tumeurs. D’un point de vue 

anatomique, les cellules cancéreuses sont indifférenciées. La promotion de l’angiogenèse va 

permettre l’apport énergétique des tumeurs. Celui-ci correspond à la création de nouveaux 

vaisseaux depuis la tumeur jusqu’à la circulation générale grâce à la sécrétion de facteurs de 

croissance. Ces cellules cancéreuses sont également capables de se disséminer dans tout 

l’organisme par voie lymphatique ou par voie sanguine pour former des métastases (Figure 

1). 
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Figure 1. Schéma général du développement du processus cancéreux. 

Années après années, les données sur le cancer évoluent et se complètent. Des tendances 

s’affinent et se confirment comme la diminution de la mortalité par cancer et les gains 

croissants sur l’espérance de vie après un cancer, malgré une incidence toujours en hausse. 

Le vieillissement de la population, ainsi que l’amélioration du dépistage et des traitements 

anticancéreux ont tendance à augmenter ce taux d’incidence ces dernières années. En 

France, le nombre de nouveaux cas de cancer est estimé à 399 626 nouveaux cas et la 

mortalité à 150 303 décès pour l’année 2017 [3]. Une disparité entre les sexes est à noter 

puisqu’on estime à près de 214 021 nouveaux cas chez les hommes contre 185 605 chez les 

femmes. Chez les hommes, les trois cancers les plus fréquents sont ceux de la prostate, du 

poumon et du côlon-rectum. Chez les femmes, ce sont les cancers du sein, du côlon-rectum 

et, désormais, du poumon. Depuis une trentaine d’années, l’incidence et la mortalité de 

certains cancers ont augmenté : mélanomes cutanés, les cancers du système nerveux 

central, du poumon, de l’estomac, de l’œsophage, des voies aérodigestives supérieures et du 

col de l’utérus. Pour d’autres cancers, l’incidence a augmenté et la mortalité a baissé : 

cancers du sein chez la femme et de la prostate chez l’homme.  

Le traitement des cancers repose sur 3 axes thérapeutiques distincts mais complémentaires : 

la chirurgie, la radiothérapie et les traitements médicaux (chimiothérapie, thérapies ciblées, 

immunothérapie). Pour l’année 2015, près de 1,7 milliard d’euros de dépenses relatives aux 

molécules anticancéreuses ont été facturés par le système de santé français. Cela représente 

plus de 25 % des dépenses de soin consacrés à la lutte contre le cancer en France [4].  
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Figure 2. Arsenal médicamenteux disponible pour traiter le cancer. Classement selon la cible 

considérée [5]. 

L’arsenal thérapeutique disponible pour traiter le cancer est important (Figure 2). De 

nombreuses molécules sont disponibles sur le marché. Elles agissent sur de nombreuses 

voies de signalisation différentes et sur des cibles moléculaires variées. Cependant, ces 

traitements présentent de nombreux effets indésirables et parfois des efficacités mitigées de 

part notamment le développement de mécanismes de résistance. Par conséquent, le 

développement de nouveaux composés aux mécanismes d’action innovants reste une 

priorité pour la recherche pharmaceutique. C’est dans ce cadre-là que s’inscrit le projet 

Imiqualines dans lequel mon travail de thèse est intégré. 
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Depuis quelques années, les Imiqualines (ou dérivés imidazo[1,2-a]quinoxaliniques) 

représentent une des thématiques de l’équipe « Oncopharmacochimie et 

pharmacotoxicologie cutanée » de l’IBMM. Ce sont des molécules hétérocycliques de faible 

poids moléculaire et présentant des activités cytotoxiques comparables à celles des 

meilleurs anticancéreux actuellement sur le marché ou en développement. Ces molécules 

sont originales, protégées par un brevet international [6] et un brevet de sélection déposé 

en décembre 2014 [7]. Leur synthèse est maîtrisée et l’exemplification de la diversité 

moléculaire est bien avancée. Les études d’activité, de toxicité et de recherche du 

mécanisme d’action de ces molécules sont en cours. Grâce aux premiers résultats très 

encourageants, ce projet a reçu le soutien de de la SATT AxLR (Société d'Accélération du 

Transfert de Technologies). Ce soutien a permis un bon en avant avec le passage du projet 

en phase de maturation et la collaboration avec un industriel pharmaceutique. 

Ma thèse s’inscrit entièrement dans ce projet de développement de nouvelles molécules 

hétérocycliques à activités anticancéreuses. Mes travaux ont pour but de répondre à 

plusieurs problématiques dans un projet global de développement de molécules actives, 

notamment sur le mélanome : 

- Améliorer les problèmes de solubilité des molécules déjà identifiées comme leaders 

en développant une formulation galénique permettant leur administration in vivo en 

concentration suffisante. 

- Moduler chimiquement les molécules identifiées comme leader pour permettre de 

conserver, voire d’améliorer, leur activité anticancéreuse tout en optimisant leurs 

propriétés physicochimiques. 

- Valider une méthode de dosage en milieu biologique des molécules leaders afin de 

permettre d’évaluer les propriétés pharmacocinétiques des molécules étudiées. 

Ces travaux, qui m’ont conduit à explorer différents domaines de recherche, sont exposés 

dans le manuscrit selon le plan suivant. 

 Le premier chapitre exposera les données bibliographiques concernant le mélanome 

cutané. Les généralités concernant cette maladie seront présentées ainsi que les voies de 

signalisations impliquées dans la physio-pathologie. Les traitements actuels et les 

perspectives de traitement contre le mélanome cutané seront ensuite évoqués. 
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Le deuxième chapitre sera consacré aux Imiqualines de première génération. Après avoir 

présenté les données bibliographiques de cette famille chimique, l’étude galénique réalisée 

sur l’un des composés les plus actifs in vitro : l’EAPB0503, sera exposée. 

Ensuite, le troisième chapitre mettra en lumière les données connues sur les molécules de 

deuxième génération de cette même famille chimique.  L’étude de modulation chimique et 

d’évaluation biologique de nouveaux composés chimiques issus de cette deuxième 

génération sera présentée.  

Un quatrième chapitre concernera la mise au point et la validation d’une méthode de dosage 

en milieu biologique des composés « chefs de file » des molécules de deuxième génération 

(l’EAPB02303 et l’EAPB02302). Un rappel théorique du couplage de la chromatographie 

liquide avec la spectrométrie de masse sera préalablement développé. 

Dans la conclusion générale, les principaux résultats de l’ensemble des travaux seront 

résumés et les perspectives que ceux-ci permettent d’envisager à l’avenir seront exposées. 
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CHAPITRE 1 

Le mélanome cutané : généralités, voies de 

signalisation, traitements actuels et perspectives 
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CHAPITRE 1 - Le mélanome cutané : généralités, voies de signalisation, 

traitements actuels et perspectives 

 

I - Généralités sur le mélanome cutané 

Le mélanome cutané est un cancer relativement peu fréquent parmi les cancers cutanés. Il 

représente moins de 5 % de l’ensemble de ces cancers. Cependant, il représente plus de 90 

% des cas mortels de cancers cutanés. Parmi les autres cancers de la peau, on retrouve les 

carcinomes avec deux formes principales : les carcinomes basocellulaires (les plus fréquents 

et les moins graves car n’évoluent pas vers des métastases) et les carcinomes épidermoïdes 

(plus rares et plus dangereux sauf s’ils sont pris à temps). Les carcinomes ont pour origine 

une dégénérescence des kératinocytes alors que les mélanomes tirent leur origine d’une 

autre cellule constitutive de la peau : les mélanocytes. Le mélanome est caractérisé par sa 

facilité et sa rapidité à se transformer en forme métastasique à l’origine de sa très forte 

mortalité. 

I - 1. Généralités sur la peau humaine 

La peau constitue l’organe le plus lourd et le plus étendu de l’organisme, elle peut atteindre 

une surface supérieure à 2 m2 avec une épaisseur variant entre 0,5 et 4 mm. Ces fonctions 

sont multiples. Tous d’abord, elle constitue de par sa grande surface une importante zone 

d’échange avec le milieu extérieur. Son rôle le plus vital pour l’organisme est celui de 

barrière vis-à-vis de l'environnement extérieur. Elle va notamment permettre de bloquer les 

rayonnements ultraviolets du soleil, les micro-organismes potentiellement pathogènes, les 

agressions chimiques… Elle participe à l’homéostasie thermique de l’organisme par le 

mécanisme de transpiration en cas de production de chaleur excessive par l’organisme ou 

bien par protection physique vis-à-vis du froid extérieur. Elle est également le support de 

synthèse de certains constituants vitaux pour l’organisme tel que la vitamine D à partir d'un 

dérivé du cholestérol sous l'action des rayonnements UV. 

 

La peau est constituée de 3 couches : l’épiderme, le derme et l’hypoderme (Figure 3). 

Chacune de ces couches possède des caractéristiques et des composants différents.  



 

 
26 

 

Figure 3. Structure schématique de la peau : couches épidermique, dermique et 

hypodermique avec zoom sur l’épiderme [8]. 

 

- L’épiderme : il constitue la couche la plus externe de la peau. L'épiderme est 

constitué principalement de kératinocytes ; ce sont les cellules constituant la barrière 

physique de l’épiderme. On distingue 3 autres types de cellules numériquement 

moins répandus : les mélanocytes, les cellules de Langherans et les cellules de 

Merkel. L’épiderme est formé de 4 couches distinctes : la couche cornée, la couche 

granuleuse, la couche épineuse et la couche basale. 

 

- Le derme : il est composé principalement des fibroblastes qui sont les cellules à 

l’origine de la synthèse des fibres de collagène permettant l’élasticité de la peau. 

Contrairement à l’épiderme, il possède un réseau sanguin, lymphatique et nerveux. 

De ce fait, il va assurer son hydratation et son apport nutritionnel.  

 

- L’hypoderme : il est composé essentiellement de cellules graisseuses appelées 

adipocytes permettant une isolation thermique de l’organisme ainsi qu’une réserve 

d’énergie. 

 

La jonction dermoépidermique est formée par les cellules souches situées au niveau de la 

couche basale de l’épiderme. Elle constitue une source de kératinocytes qui se différencient 

et meurent au cours de leur migration vers la surface de l’épiderme [9]. Malgré le 

renouvellement continu de l'épiderme, il succombe au vieillissement car le taux de 
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renouvellement des kératinocytes ralentit considérablement avec l’âge. Le vieillissement est 

caractérisé par une diminution de la fonction de barrière associée à l'amincissement de 

l'épiderme, l'élastose cutanée et la diminution du nombre de mélanocytes [10].  

Les mélanocytes sont les cellules à l’origine de la production de mélanine dans la couche 

basale de l'épiderme [10]. Les mélanocytes sont présents dans l’épiderme et le derme mais 

pas uniquement. On les retrouve également dans l’oreille interne, l'œil, les muqueuses et le 

système nerveux central où ils jouent un rôle important dans le développement et le 

maintien des organes [11]. Ils produisent des mélanosomes (granules de mélanine) dont la 

fonction principale est de protéger contre les rayonnements ultraviolets. La mélanine 

intervient donc dans la photoprotection contre les dommages causés par les rayons 

ultraviolets mais également dans la thermorégulation [12]. Le degré de production de 

mélanine se manifeste par un phototype de la peau (couleur de la peau) et est un facteur 

prédictif du risque de cancer de la peau [13,14]. 

I - 2. Définition du mélanome cutané 

Le mélanome est défini comme une prolifération maligne de mélanocytes. Il peut se 

développer à partir de toutes les régions de l’organisme contenant des mélanocytes ; la 

localisation cutanée restant la plus fréquente. Dans ce chapitre, nous parlerons 

exclusivement du mélanome cutané. 

 

De nombreux facteurs de risque ont été référencés ; tels que les caractéristiques physiques 

(peau, yeux et cheveux clairs, nombres importants d’éphélides et de nævi), les facteurs 

environnementaux et comportementaux liés aux contacts avec les ultraviolets (par 

exposition solaire ou par exposition artificielle), les antécédents familiaux ou personnels de 

cancers cutanés ainsi qu’une immunodépression [15–17]. Il s’agit d’un cancer relativement 

peu fréquent parmi les cancers cutanés (environ 5 %) [4]. Cependant, de par sa grande 

capacité à métastaser, le mélanome possède une plus grande mortalité que l’ensemble des 

autres cancers cutanés.  

 

Le mélanome apparaît principalement de novo, c’est-à-dire sur une peau saine ne 

présentant ni tâche ni lésion au préalable. Selon la Haute Autorité de Santé (HAS) [18], dans 
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20 à 30 % des cas, l’apparition de la lésion se fait sur un nævus (ou « grain de beauté ») 

préexistant [19]. Cette transformation d’un nævus bénin en nævus dysplasique est 

accompagnée d’altérations génétiques à l’origine de dysfonctionnements du cycle cellulaire 

[20]. L’un des axes prioritaires de la prévention du mélanome consiste donc en l’observation 

régulière de toute nouvelle lésion ou évolution de nævus. Celle-ci peut être faite par un 

professionnel de santé (médecin généraliste ou dermatologue) ou par le patient lui-même. 

Les éphélides (ou « taches de rousseur ») ne sont jamais à l’origine de l’apparition d’un 

mélanome. 

I - 3. Epidémiologie 

L'incidence du mélanome est en nette hausse depuis le début des années 2000 [21]. Cette 

augmentation est principalement due à un meilleur dépistage. Le diagnostic précoce du 

mélanome permet de sauver beaucoup de patients, mais le pourcentage de tumeurs 

potentiellement mortelles du mélanome est resté stable [22]. En 2012, le nombre de 

nouveaux cas de mélanome en France était estimé à 11 176 (5 429 chez les hommes et 5 747 

chez les femmes), pour une estimation totale de 355 354 nouveaux cas de cancer (à 

l'exclusion du cancer de la peau bénin) [23]. La mortalité due au mélanome était alors 

estimée à 1 672 cas (954 chez les hommes et 718 chez les femmes). Les taux d’incidence 

standardisés monde chez l’homme et chez la femme étaient respectivement de 10,8 et 11,0 

pour 100 000 personnes-années (taux standardisés sur la structure d’âge de la population 

mondiale). Les taux de mortalité standardisés monde étaient alors de 1,7 chez l’homme et 

de 1,0 chez la femme pour 100 000 personnes-années. 

 

L’Institut National du Cancer a publié en février 2018 les résultats d’une étude prévisionnelle  

d’incidence et de mortalité par cancer en France métropolitaine pour les 19 localisations 

cancéreuses les plus fréquentes [24]. Pour l’année 2017, l’incidence totale du cancer est 

estimée à 399 626 nouveaux cas pour une mortalité de 150 303 patients. Le nombre de 

nouveaux cas de mélanome est estimé à 15 404 (8 061 chez l’homme et à 7 343 chez la 

femme) pour des taux d’incidence standardisés monde de 14,9 et 13,6 pour 100 000 

personnes-années ; chez l’homme et la femme respectivement. Pour cette même année, le 

nombre de décès par mélanome est estimé à 1 783 (1 036 hommes et 747 femmes). Ces 
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estimations témoignent de la tendance actuelle du mélanome : le nombre de nouveaux cas 

est en nette augmentation alors que la mortalité se stabilise (Figure 4). 

 

 

Figure 4. Évolution du nombre de nouveaux cas et de décès (histogramme) et des taux 

standardisés monde correspondants (courbes à l’échelle logarithmique) chez l’homme et 

chez la femme de 1997 à 2017 en France métropolitaine (observation de 1997 à 2013 et 

estimation de 2014 à 2017) [24]. 

 

Sur la période 2005-2010, la survie nette à 5 ans était, en France métropolitaine, de 93 % 

chez les femmes et de 88 % chez les hommes [25]. La survie nette à 10 ans était alors de 84 

% (85 % chez la femme et 81 % chez l’homme). 

 

Ces chiffres sont toutefois à pondérer selon 3 types de disparité : 

- Disparité selon le grade : d’après les données du programme SEER (The Surveillance, 

Epidemiology, and End Results) du National Cancer Institute aux USA, la survie 

relative à 5 ans pour l’année 2012 était très variable selon le stade clinique considéré. 
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Elle serait de 98 % au stade localisé, 63 % au stade locorégional et seulement de 16 % 

au stade métastatique [26]. 

 

- Disparité ethnique : aux USA, le mélanome est plus fréquemment diagnostiqué chez 

les individus blancs non hispaniques que chez les individus hispaniques et noirs (taux 

d’incidence annuel respectifs de 26,4 et 1 pour 100 000) [27]. 

 

- Disparité selon l’âge et le sexe : les taux d'incidence sont plus élevés chez les femmes 

que chez les hommes avant l'âge de 50 ans. Cependant, après 65 ans, le taux chez les 

hommes est deux fois supérieur à celui des femmes. Au-delà de 80 ans, il est alors le 

triple [27]. 

 

Pour l’année 2018, l’American Cancer Society estime qu’aux USA l’incidence du mélanome 

sera de plus de 91 000 nouveaux cas pour une mortalité de plus de 9 300 décès [28]. Ces 

estimations feraient du mélanome le cancer ayant la 5éme incidence chez les hommes et la 

6éme incidence chez les femmes, tous cancers confondus. 

I - 4. Formes cliniques 

Il existe quatre formes anatomo-cliniques principales décrites (Figure 5) :   

· le mélanome à extension superficielle : il se caractérise par une première phase 

de croissance horizontale à l’intérieur de l’épiderme (on parle alors de mélanome 

in situ) puis une phase de croissance verticale après plusieurs mois ou année 

d’évolution [29]. Les cellules cancéreuses vont alors franchir la jonction dermo-

épidermique et sont alors susceptibles d’atteindre la circulation générale. 

 

· le mélanome nodulaire : il est défini par la présence d’un nodule palpable de 

couleur noire parfois ulcérant ou suintant [29]. Sa croissance est rapide (quelques 

semaines à quelques mois). D’un point de vue anatomopathologique, l’atteinte 

de l’épiderme se fait uniquement verticalement. Il est susceptible de se 

disséminer très rapidement. Il n’y a pas d’atteinte latérale de l’épiderme. 

 



 

 
31 

· le mélanome de Dubreuilh : il est caractérisé par une atteinte des zones exposées 

au soleil sur le visage sous la forme d’une tache de coloration hétérogène allant 

du noir au marron [30]. La première phase de croissance est horizontale au sein 

de l’épiderme pendant plusieurs années. Ensuite, une phase de propagation 

verticale va permettre aux cellules cancéreuses d’atteindre la jonction dermo-

épidermique avec évolution possible vers une forme invasive.  

 

· le mélanome acral-lentigineux : comme son nom l’indique, cette forme concerne 

des lésions de forme arrondie localisées sur les mains, les coudes, les genoux et 

les pieds. L’extension de la lésion se produit en plusieurs mois ou années [31]. 

 

 

Figure 5. Exemples de lésions caractéristiques des différentes formes anatomo-cliniques du 

mélanome : a) mélanome à extension superficielle. b) mélanome nodulaire. c) mélanome de 

Dubreuilh. d) mélanome acral-lentigineux. Adapté de Menzies et al. 2017 [29]. 

La forme nodulaire est la forme la plus rapidement invasive. Elle représente 4 à 18 % des 

mélanomes identifiés [32]. Le mélanome à extension superficielle est la forme la plus 

fréquemment retrouvée (60 à 70 % des cas) [33].  



 

 
32 

I - 5.  Diagnostic 

I - 5.1. Diagnostic clinique 

Le  diagnostic  clinique  d’un  mélanome  cutané  repose  sur l’analyse  sémiologique  d’une  

lésion  pigmentée  à  l’aide  de  la règle  ABCDE [34]. Celle-ci se définit par 5 critères relatifs à 

la lésion (Figure 6) :  

- Une forme Asymétrique. 

- La présence de Bordures irrégulières, encochées ou polycycliques. 

- Une hétérogénéité de Coloration. 

- Un Diamètre supérieur à 6 mm. 

- Une Evolution de la lésion, que ce soit en termes de taille, de coloration, d’épaisseur 

et/ou d’aspect. 

 

Figure 6. Exemple d’application de la règle ABCDE sur des lésions bégnines et malignes [35]. 

I - 5.2. Diagnostic histologique 

La confirmation du  diagnostic  clinique  doit  toujours être réalisée par un examen 

anatomopathologique sur une pièce d’exérèse complète de la lésion incriminée ; et non pas 

sur une biopsie, ce qui peut entraîner des erreurs diagnostiques [18].  

 

L’anatomopathologiste va définir la tumeur primitive selon plusieurs critères qui sont des 

facteurs pronostiques : 
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- L’épaisseur de la lésion (indice de Breslow). 

- La présence d’ulcération sur la lésion. 

- Le nombre de mitoses au mm². 

Le pronostic va également dépendre du nombre de ganglions lymphatiques atteints, de la 

présence de métastases cutanées en transit, de métastases sous-cutanées à distance et de 

métastases viscérales. Le dosage du Lactate Déshydrogénase (LDH) peut également être 

utile. 

I - 6.  Classification  

L’American Joint Committee on Cancer (AJCC) et l’Union for International Cancer Control 

(UICC) sont à l’origine d’une classification basée sur les caractéristiques de la tumeur 

primitive, des adénopathies régionales et des métastases. Cette classification est très utilisée 

en routine par les praticiens pour l’application des recommandations d’examens et de 

traitements. La version de 2009 (la 7éme version) est détaillée dans le Tableau 1.  

T- Tumeur primitive. 

Classification Epaisseur (mm) Ulcérations (index mitotique) 

Tis Non applicable Non applicable 

T1 ≤ 1,00 
a : sans (< 1/mm2) 
b : avec (≥ 1/mm

2) 

T2 1,01 - 2,00 
a : sans 
b : avec 

T3 2,01 - 4,00 
a : sans 
b : avec 

T4 > 4,00 
a : sans 
b : avec 

N- Adénopathies régionales 

Classification Nombres de ganglions envahis Invasion métastatique 

N0 0 Non applicable 

N1 1 
a : micrométastases 
b : macrométastases 

N2 2-3 
a : micrométastases 
b : macrométastases 

N3 

≥ 4  
ou métastases cutanées en 

transit avec ganglions atteints 

a : micrométastases 
b : macrométastases 

c : métastases cutanées en transit  
sans ganglions atteints 
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M- Métastases 

Classification Site des métastases 
LDH (Lactate 

Déshydrogénase) sérique 

M0 Pas de métastases à distance Non applicable 

M1a 
Métastases cutanées / sous-cutanées à 

distance / ganglions à distance 
Normal 

M1b Métastases pulmonaires Normal 

M1c 
Autres localisations viscérales 

Toutes localisations 
Normal 
Élevé 

Tableau 1. Classification TNM du mélanome (adaptée de la 7éme édition du «TNM 

classification» par l’UICC et l’AJCC, 2009) [36]. 

 

A partir de cette classification de l’UICC et de l’AJCC, une stadification (ou classification du 

stade) de l’extension du mélanome a été définie utilisant ces mêmes paramètres. Celle-ci est 

présentée dans le Tableau 2. 

 Tumeur primitive Adénopathies régionales Métastases 
Stade I 

Stade I A T1a N0 M0 
Stade I B T1b ou T2a N0 M0 

Stade II 
Stade II A T2b ou T3a N0 M0 

Stade II B T3b ou T4a N0 M0 

Stade II C T4b N0 M0 

Stade III 
Stade III A T1 à T4a N1a ou N2a M0 

Stade III B T1 à T4b N1a ou N2a M0 
 T1 à T4a N1b ou N2b M0 
 T1 à T4a ou T4b N2c M0 

Stade III C T1 à T4b N1b ou N2b M0 
 Tout T N3 M0 

Stade IV 

Stade IV Tout T Tout N M1 

Tableau 2. Stadification TNM du mélanome (adaptée de la 7éme édition du «TNM 

classification» par l’UICC et l’AJCC, 2009) [36]. 

Selon la Haute Autorité de Santé (HAS), la classification en stades peut être simplifiée 

comme cela  [18] (Figure 7): 

- Stades I et II : mélanomes localisés ; avec ou sans ulcération. Il n’y a ni ganglions 

lymphatiques atteints, ni métastase en transit, ni métastase à distance. 
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- Stade III : mélanomes avec métastases locorégionales cutanées ou ganglionnaires ; 

avec ou sans ulcération. 

- Stade IV : mélanomes avec métastases à distance. 

 

Figure 7. Les différents stades du mélanome selon la profondeur de la lésion. Adapté de 

dyersburg skin and allergy clinic [37]. 
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II - Physiopathologie et voies de signalisation impliquées 

Le domaine de la génétique du mélanome évolue au rythme des progrès technologiques, 

tels que le criblage génomique, le séquençage du génome entier de l'ADN tumoral et les 

méthodes d'étude de l'expression génomique. Ces avancées apporteront de nouvelles 

perspectives sur les moteurs moléculaires et les nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. 

Actuellement, on distingue 3 voies de signalisation particulièrement impliquées dans 

l’apparition du mélanome : la voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases), la voie de 

la PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) et la voie de l’AMPc (Adénosine Monophosphate 

cyclique) (Figure 8) [38,39]. D’autres voies secondaires semblent également être impliquées. 

De par leurs rôles protecteurs vis-à-vis des agressions du milieu extérieur, les mélanocytes se 

montrent relativement insensibles à l’apoptose. De ce fait, le mélanome cutané possède 

intrinsèquement une résistance à la chimiothérapie [40]. Cela se matérialise par une 

surexpression de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bcl-XL, MITF et MCL-1 [41] et 

une sous-expression de protéines pro-apoptotiques telles que BAX et BAK (Figure 8.) [42,43]. 

 

Figure 8. Principales voies de signalisation impliquées dans le développement du mélanome 

cutané [39]. 
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Des altérations génétiques liées à ces différentes voies de signalisation ont également été 

mises en évidence. Les plus fréquentes sont répertoriées dans le Tableau 3. 

Type de gènes et 

altérations 
Gène 

Fréquence de mutation dans le 

mélanome cutané 

Amplification de 

proto-oncogènes 

c-KIT 28-39 % [44] 

NRAS 15-30 % [45] 

BRAF 50-66 % [46] 

AKT3 43-60 % [47] 

MITF 10-16 % [48] 

Cyclin D1 6-44 % [49] 

Inhibition de gènes 

suppresseurs de tumeurs 

PTEN 38-58 % [50] 

CDKN2A 30-70 % [51] 

P53 ~10 % [52] 

APAF-1 ~40 % [53] 

Tableau 3. Altérations génétiques retrouvées dans le mélanome cutané [54]. 

 

II - 1. La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

La voie des MAPK joue un rôle important dans la régulation de plusieurs mécanismes 

physiologiques comme la croissance, la survie et la différenciation cellulaire des mélanocytes 

(Figure 9) [55]. Lorsque celle-ci est perturbée, elle peut être à l’origine de processus de 

cancérisation par perturbation de sa régulation [56]. En effet, une activation constitutive de 

cette voie due à une mutation dans l’une des protéines en aval est fréquemment associée à 

l’apparition d’un mélanome [57].  

L’activation de la voie des MAPK est initiée par la fixation de ligands particuliers appelés 

facteurs de croissance (FC) sur des récepteurs membranaires tyrosine kinase (RTKs) présents 

à la surface de la membrane cytoplasmique. Ces récepteurs possèdent une partie 

extracellulaire composée d’un domaine amino-terminal capable de fixer le ligand et un 

domaine carboxy-terminal à l’origine de l’activité enzymatique de phosphorylation des 

résidus tyrosine. Parmi les RTKs, on retrouve plus fréquemment c-KIT, l’EGFR (Epidermal 
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Growth Factor Receptor) et le VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) [58]. 

Des mutations oncogéniques de c-KIT ont été mises en évidence dans certains types de 

mélanome [44]. Lorsque le ligand se fixe sur le récepteur celui-ci passe sous la forme activée. 

Cela va correspondre à l’autophosphorylation de résidus tyrosine au sein de son domaine 

intracellulaire qui vont servir de site de liaison pour des protéines adaptatrices à l’origine de 

différentes voies de signalisation telles que les voies MAPK et PI3K [59].  

L’activation du récepteur va provoquer la fixation d’un complexe protéique Shc/Grb2/SOS 

sur une protéine GTPase appelée RAS. Cette protéine va alors fixer le GTP (Guanine 

Triphosphate) à la place du GDP (Guanine Diphosphate) et être ainsi sous sa forme activée 

[60]. Il existe 3 protéines RAS : NRAS, HRAS et KRAS. Elles sont capables de lier différentes 

protéines effectrices comme RAF, PI3K et Phospholipase Cε [61]. Des mutations sur le gène 

RAS sont retrouvées dans 15-30 % des mélanomes (principalement sur le codon 61 de NRAS) 

à l’origine d’une activation constitutive de la voie MAPK  par liaison permanente de RAS au 

GTP [45].  

 

Figure 9. La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et la voie de PI3K 

(Phosphatidylinositol 3-Kinase) impliquées dans l’apparition du mélanome cutané [38,57]. 
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Les protéines RAS actives vont permettre le recrutement au niveau de la membrane 

plasmique de protéines effectrices appartenant à la famille des protéines RAF. Il s’agit de 

sérine/thréonine kinases dont il existe 3 sous-types : ARAF, BRAF et CRAF. Les protéines RAF 

activées par RAS vont également phosphoryler (et donc activer) une autre protéine appelée 

MEK (MAPK/ERK Kinase) en aval de cette voie de signalisation [62]. MEK va à son tour être 

capable de phosphoryler une autre kinase dénommée ERK (Extracellular signal-Regulated 

Kinase) qui sera susceptible de réguler l’expression de certains gènes après translocation 

dans le noyau. Cette régulation se fait via la phosphorylation des facteurs de transcription 

impliqués dans divers mécanismes physiologiques tels que la prolifération, la différenciation 

ou la survie cellulaire [63].  

Des mutations du gène BRAF sont retrouvées dans 50 à 66 % des mélanomes malins [46]. 

Dans près de 80 % des cas, il s’agit de la substitution de la valine du codon 600 par un 

glutamate (mutation V600E) provoquant l’activation constitutive de la voie MAPK [64]. Cette 

activation est à l’origine de la stimulation de la survie cellulaire (et donc de la prolifération 

cellulaire) qui permet la croissance de la tumeur [65,66]. Par ailleurs, la mutation V600E 

(anciennement désignée comme V599E [67]) est également à l’origine d’une sécrétion 

autocrine de VEGF favorisant l’angiogenèse [68]. Il existe d'autres mutations moins 

fréquentes ; comme par exemple, la substitution du codon 600 par une lysine (V600K) ou par 

une arginine (V600R). 

Des mutations des gènes BRAF (notamment V600E) et NRAS ont été observées dans des 

nævus bénins [69,70]. Par conséquent, les mutations de la voie des MAPK ne permettent pas 

d’expliquer à elles seules la transformation des mélanocytes en cellules cancéreuses. 

L’association de plusieurs mutations génétiques impliquant différentes voies de signalisation 

semblent plus cohérentes [71,72]. 

II - 2. La voie PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) 

La protéine PI3K est une kinase qui permet la phosphorylation du PIP2 (Phosphatidylinositol 

4,5 Phosphate) en PIP3 (Phosphatidylinositol 3,4,5 Phosphate). Cette activation peut être 

due à une action directe de FC sur les RTKs ou indirecte par l’intermédiaire de la voie des 

MAPK (Figure 9). Il existe donc une interconnexion entre cette voie et la voie des MAPK par 

l’intermédiaire de la protéine RAS [73]. Le PI3P ainsi formé va fixer les domaines PH 
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(Pleckstrin Homology) de certaines protéines afin de réguler leurs activités et leurs 

localisations [74]. Les protéines effectrices de PI3K les plus fréquemment rencontrées sont 

les protéines kinases B (appelées PKB ou AKT). Les protéines AKT sont impliquées dans 

différents mécanismes physiologiques tels que la survie cellulaire, la croissance, la 

prolifération, l'angiogenèse, le métabolisme et la migration [75]. Les protéines AKT vont agir 

sur mTOR [76] (mammalian Target Of Rapamycin) qui est impliqué dans la traduction de 

certains ARNm afin de contrôler la croissance cellulaire, la prolifération et la survie [77]. La 

dérégulation de plusieurs éléments de la voie de signalisation au niveau de mTOR a été 

rapportée dans de nombreux types de cancers, en particulier dans le mélanome [78]. 

L’activation de la voie PI3K permet une protection vis-à-vis de l’apoptose et donc favorise la 

propagation des cellules tumorales. Dans 43 à 60 % des cas de mélanomes, l’activation 

constitutive de AKT3 (une des 3 isoformes de la protéine AKT) a été mise en évidence [47]. 

La protéine lipide phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homolog located on 

chromosome 10) est capable de déphosphoryler le PIP3 en PIP2 permettant ainsi une 

régulation négative de la voie PI3K [79]. Dans 38 à 58 % de tumeurs primitives de 

mélanomes, une ou plusieurs mutations du gène PTEN ont été mises en évidence [50].  

II - 3. La voie AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique) 

Le récepteur de la mélanocortine 1 (MC1-R) qui appartient aux récepteurs couplés aux 

protéines G joue un rôle crucial dans le développement, la prolifération et la différenciation 

des mélanocytes [80]. L'activation du MC1-R par l'α-MSH (α-mélanocyte stimulating 

hormone) conduit à l'activation de la voie de signalisation de l'AMPc, principalement 

associée à la différenciation et à la production de pigments [81] (Figure 10). L’Adénylyl 

Cyclase (AC) permet la transformation d’ATP (Adénosine Triphosphate) en AMPc. L’AMPc 

ainsi produit va activer la Protéine Kinase A (PKA) qui activera alors le facteur de 

transcription CREB (cAMP Responsive Element Binding Protein) à l’origine de la synthèse de 

la protéine MITF (MIcrophtalmia-associated Transcription Factor) [82].  
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Figure 10. La voie de l’AMPc (Adénosine Monophosphate cyclique) impliquée dans 

l’apparition du mélanome [38,57]. 

 

MITF agit en tant que régulateur du développement, de la fonction et de la survie des 

mélanocytes en modulant divers gènes de différenciation et de progression du cycle 

cellulaire [10,83]. Il a été démontré que le MITF est un oncogène amplifié dans certains cas 

de mélanomes (21 % dans les métastases et 10 % dans les tumeurs primaires) alors qu’il ne 

l’est pas dans les nævus [48]. Certains polymorphismes MC1R produisent une altération de 

la signalisation de l'AMPc et des phénotypes pigmentaires qui sont habituellement associés à 

un risque plus élevé de développement du mélanome [84]. Malgré son importance dans la 

biologie des mélanocytes, le rôle de la signalisation de l'AMPc dans le mélanome cutané 

n'est pas encore totalement élucidé. 

II - 4. Les autres voies potentiellement impliquées 

II – 4-1.  La voie Wnt (Wingless-related integration site)/bêta-caténine 

La voie Wnt/β-caténine est impliquée dans diverses activités cellulaires (comme la 

détermination, la prolifération, la migration et la différenciation) lors du développement 



 

 
42 

embryonnaire et de l'homéostasie [85]. Cependant, la contribution effective de la voie 

Wnt/β-caténine dans la mélanogenèse des mélanocytes humains adultes n'a pas été 

entièrement élucidée. Il semble exister d’étroits liens entre les voies AMPc et Wnt/β-

caténine dans les mélanocytes, suggérant que la β-caténine pourrait jouer un rôle clé dans la 

régulation physiologique de la mélanogenèse épidermique [86]. En effet, la stimulation de la 

mélanogenèse par l'α-MSH induit la phosphorylation et la stabilisation de la β-caténine. 

L'activation de la PKA par l'α-MSH atténue la glycogène synthase kinase-3β, qui régule la 

dégradation de la β-caténine, suggérant un mécanisme coordonné de stimulation de 

l'activité de la β-caténine. L'élévation de l’AMPc facilite la transactivation dépendante de la 

β-caténine de nombreux gènes cibles. La dérégulation de cette voie, avec accumulation 

intranucléaire de β-caténine, semble impliquée dans le processus de cancérisation des 

mélanocytes [87].  

II – 4-2.  La voie HGF/c-Met 

Le c-Met (tyrosine-protein kinase Met) et son ligand HGF (hepatocyte growth factor) ont été 

associés à la formation de tumeurs et à la progression vers les métastases, le gène MET 

étant souvent surexprimé ou muté [88]. Ainsi, le c-Met est devenu une cible majeure pour le 

traitement du cancer et son inhibition est actuellement testée dans des essais cliniques [89]. 

La voie de signalisation HGF/c-Met avec ses composantes effectrices en aval (MAPK, PI3K-

AKT et NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)) augmente la 

survie, la motilité et la prolifération cellulaire [88]. La dérégulation ou l'activation 

constitutive de cette voie est suspectée être à l’origine de la formation de nombreux 

cancers. En plus de son rôle en tant que moteur oncogène, les preuves croissantes 

impliquent MET comme un mécanisme commun de résistance aux thérapies ciblées [90]. 

II – 4-3.  La voie cyclineD/CDK4 

La voie cyclineD/CDK4 (cyclin-dependent kinase) est dérégulée dans 30-70 % des mélanomes 

cutanés et constitue donc une cible thérapeutique potentielle pour cette maladie [51]. 

L'inactivation du locus INK4a/ARF (ou CDKN2A pour cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) est 

un événement génétique commun et critique dans le développement du mélanome humain. 

Ce locus engage les voies suppresseurs de tumeurs Rb et p53 grâce à sa capacité à coder 

pour deux produits géniques distincts : p16INK4a et p14ARF [51]. L'activation par 
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phosphorylation de CDK4 a pour conséquence l'inhibition de la protéine du rétinoblastome 

menant à la transition du cycle cellulaire G1-S [91]. Ainsi, lorsque CDK4 est muté, p16INK4A 

ne peut pas inhiber l'activité de la kinase CDK4 entraînant la progression du cycle cellulaire 

[92]. CDK4 peut également phosphoryler directement d'autres protéines qui favorisent la 

progression du cycle cellulaire et inhibent à la fois la sénescence cellulaire et l'apoptose. 
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III - Traitements actuels, limites et perspectives  

Le choix du traitement va dépendre de la localisation, du stade et du degré d’agressivité du 

mélanome. Pour les mélanomes localisés, le traitement de référence consiste en une 

exérèse chirurgicale [93]. Dans certains cas, une radiothérapie peut être mise en place. Dans 

les formes disséminées, l’exérèse chirurgicale des métastases est susceptible d’être 

proposée lorsqu’elles sont peu nombreuses. La chirurgie sera alors associée à une prise en 

charge médicamenteuse. 

Depuis quelques années, les options médicamenteuses ont énormément évolué du fait du 

développement de nouveaux composés actifs sur le mélanome. Les options 

médicamenteuses seront envisagées pour les formes non résécables ou métastatiques. En 

plus des traitements issus de l’immunothérapie, de nouvelles thérapies ciblées ont émergé 

et ont reçu l’approbation des autorités de santé. La prise en charge a considérablement été 

modifiée en ce qui concerne certains populations de patients présentant des mutations 

caractéristiques ; notamment les patients dits « BRAF V600E » positif qui bénéficient de 

traitements spécifiques avec les anti-BRAF et les anti-MEK.  

L’apparition de mécanisme de résistance laisse à penser que la prise en charge doit 

s’orienter nécessairement vers l’association de médicaments ayant des mécanismes 

d’actions différents et complémentaires. L’immunothérapie possède également de nouvelles 

options thérapeutiques avec la commercialisation de nouveaux anticorps récemment 

autorisés ; en particulier pour les patients ne présentant pas de mutations BRAF (dits BRAF 

sauvages ou BRAF « wild-type »). La chimiothérapie fait encore partie de l’arsenal 

thérapeutique en cas d’échec de l’immunothérapie ou des thérapies ciblées. Par ailleurs, il 

est à noter que les essais cliniques en cancérologie se répandent de plus en plus ; signe que 

les innovations thérapeutiques se multiplient. En 2015, parmi l’ensemble des patients 

atteints de cancer, près de 48 000 patients ont été inclus dans des essais cliniques en France 

; ce qui correspond à une augmentation de 122 % par rapport à 2008. 
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III - 1. Exérèse chirurgicale 

La chirurgie constitue la première étape de traitement pour la majorité des mélanomes. Elle 

a pour objectif l’exérèse totale de la tumeur primaire. Pour cela, le chirurgien retire 

l’ensemble de la tumeur ainsi qu’une zone environnante composée de tissu sain [93]. 

L'excision large est la procédure chirurgicale standard de première intention pour tous les 

stades du mélanome [18].  

Les marges d’exérèse recommandées sont [94] : 

- Pour une lésion in situ : 0,5 cm. 

- Pour une lésion de 1 mm ou moins : 1 cm. 

- Pour une lésion de 1 à 2 mm : 1 à 2 cm. 

- Pour une lésion de 2 à 4 mm : 2 cm. 

- Pour une lésion de plus de 4 mm : 2 à 3 cm. 

Une marge d’exérèse supérieure à 3 cm n’a pas démontré d’intérêt thérapeutique [94]. 

L’examen anatomopathologique permettant le diagnostic sera alors réalisé sur la pièce 

opératoire [93]. Une biopsie du ganglion lymphatique sentinelle peut également être 

réalisée en même temps [95]. Les effets secondaires sont relativement rares ; la présence 

d’une cicatrice chéloïdienne étant la plus fréquente. Lorsque la quantité de tissu enlevée est 

trop importante, une greffe de peau peut être envisagée. Selon l’indice de Breslow de la 

lésion, une seconde opération (appelée reprise d’exérèse) est réalisée dans le but de 

s’assurer que l’ensemble des cellules cancéreuses a bien été éliminée et ainsi limiter le 

risque de récidive. 

III - 2. Génotypage BRAF préalable aux traitements médicamenteux  

Préalablement à la mise en place d’un traitement médicamenteux, un génotypage est 

systématiquement réalisé afin de rechercher une mutation de BRAF V600 [96]. Celui-ci peut 

être réalisé sur les tumeurs primitives, les ganglions de curage ou sur les métastases 

accessibles. Pour cela, les plateformes de génétique moléculaire se basent sur le programme 

d’assurance qualité mis en place par l’Institut National du Cancer [97]. Ce programme 

permet de garantir la qualité de réalisation des analyses de biologie moléculaire et 

d'optimiser la sélectivité et la spécificité de ces analyses [98,99]. Dans le cadre de 

l’accréditation COFRAC selon la norme ISO 15189 des laboratoires de biologie médicale, la 



 

 
46 

mise en place de ce programme sera obligatoire au 1er novembre 2020. Pour l’année 2016, 

les plateformes de génétique moléculaire ont réalisé plus de 120 000 analyses afin de guider 

les praticiens vers une prise en charge ciblée de plus de 74 000 patients en France, tous 

cancers confondus. Dans le cadre de la prise en charge du mélanome cutané, 5 583 

recherches de mutations BRAF ont été recensées cette même année pour un pourcentage 

total d’altérations moléculaires de 37,2 % (Tableau 4). Les mutations NRAS et c-KIT ont été 

explorées chez 4 807 et 3 026 patients pour des résultats positifs dans respectivement 27,4 

% et 3,7 % des cas. 

Mutation recherchée Nombre de patients Pourcentage d’altérations moléculaires 

BRAF 5583 37,2 

NRAS  4807 27,4 

c-KIT 3026 3,7 

Tableau 4. Activité détaillée des plateformes hospitalières de génétique moléculaire des 

cancers dans le mélanome cutané en 2016, d’après l’INCa [100]. 

 

Depuis la mise en place de ces génotypages en 2010, les activités des plateformes de 

génétique moléculaire sont en constante augmentation dans la prise en charge du 

mélanome cutané (Figure 11). 

 

Figure 11. Evolution de l’activité de génétique somatique dans la prise en charge du 

mélanome cutané depuis 2010, d’après l’INCa (lesdonnees.e-cancer.fr) [100]. 

 



 

 
47 

III - 3. Traitement médicamenteux 

Le statut BRAF du patient va orienter la prise en charge médicamenteuse. Pour les patients 

BRAF muté, les thérapeutiques ciblées anti-BRAF et anti-MEK seront utilisées en première 

intention [101,102]. Dans le cas de patients BRAF sauvages, l’immunothérapie sera utilisée 

en première ligne. Pour ces patients ne présentant pas de mutation sur BRAF, la recherche 

d’autres anomalies moléculaires (mutations sur NRAS [103], c-KIT [104] ou autres) pourra 

être réalisée afin de favoriser l’inclusion dans des essais thérapeutiques.  

 

L’arsenal thérapeutique disponible est constitué de : 

- Immunothérapie 

- Thérapies ciblées : anti-BRAF et anti-MEK 

- Chimiothérapies cytotoxiques 

 

L’INCa a publié en septembre 2017 un arbre décisionnel (Figure 12) afin d’aider les 

professionnels de santé à uniformiser la prise en charge des patients présentant une forme 

non résécable ou métastatique du mélanome. 
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III - 3. 1. Immunothérapie 

Actuellement, trois anticorps monoclonaux sont disponibles pour traiter les formes non 

résécables ou métastatiques de mélanome cutané. Il s’agit d’un anticorps anti CTLA4 

(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) dénommé ipilimumab et deux anticorps anti-

PD1 (Programmed cell death protein 1) appelés pembrolizumab et nivolumab.  

 

L’ipilimumab agit sur les lymphocytes T [105]. Il s'y fixe et bloque l'activité de CTLA-4, une 

protéine qui contrôle l'activité des cellules T. En bloquant CTLA-4, l'ipilimumab provoque 

l'activation et l'augmentation des cellules T, qui entrent dans les tumeurs et tuent les 

cellules tumorales [106] (Figure 13). Les cellules présentatrices d'antigènes interagissent 

avec les lymphocytes : les synapses immunologiques sont composées par des signaux 

d'activation (illustrés en jaune) et des signaux inhibiteurs comme CTLA4 (illustré en rouge). 

 

Figure 13. Mécanismes d’action des anticorps anti-CTLA4, des anti-PD1 et des anti-PDL1 

[107]. 
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Le nivolumab et le pembrolizumab s'attachent au récepteur PD1 qui se trouve sur les cellules 

T [108] (Figure 13). Les cellules cancéreuses peuvent produire des protéines PDL1 et PDL2 

qui s'attachent à ce récepteur et désactivent l'activité des lymphocytes T ; les empêchant 

ainsi d'attaquer les cellules cancéreuses. En se fixant au récepteur, le nivolumab et le 

pembrolizumab empêchent PDL1 et PDL2 d'inactiver les cellules T, augmentant ainsi la 

capacité du système immunitaire à cibler les cellules cancéreuses [109]. Les lymphocytes 

activés migrent vers les cellules de mélanome. L'interaction entre PDL1 (exprimée par les 

cellules de mélanome) et PD1 (exprimée par les lymphocytes) provoque une anergie 

lymphocytaire. Les médicaments Anti-PD1 et Anti-PDL1 empêchent cette interaction. En 

2011, l’ipilimumab a initialement reçu l’AMM pour le traitement de formes avancées de 

mélanome cutané ne présentant pas de mutation BRAF après échec d’une première thérapie 

par agent cytotoxique. En 2013, l’EMA (European Medicines Agency) a étendu cette AMM à 

l’utilisation en première ligne dans les formes avancées pour tous les statuts BRAF. 

 

Par la suite, en 2015, le pembrolizumab et le nivolumab ont reçu l’approbation de l’EMA en 

monothérapie avec comme indication les formes avancées du mélanome cutané avec ou 

sans mutation BRAF. Les anticorps monoclonaux anti-PD1 ont présenté une nette 

amélioration de l’efficacité (en survie sans progression, en survie globale et en taux de 

réponse globale) et de la tolérance en comparaison à l’ipilimumab ou à la chimiothérapie 

[110–113]. L’EMA a ensuite autorisé l’association de l’ipilimumab au nivolumab du fait d’une 

augmentation de survie sans progression [114,115]. D’autres molécules issues de 

l’immunothérapie sont disponibles pour le traitement du mélanome cutané. Les noms des 

spécialités ainsi que les mécanismes d’action et les indications de l’ensemble de l’arsenal 

thérapeutique issu de l’immunothérapie sont résumés dans le Tableau 5. 
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III - 3. 2. Thérapies ciblées 

Les thérapies ciblées sont utilisées en première intention en cas de présence de mutation 

BRAF chez des patients atteints de formes non résécables ou métastasiques de mélanome 

cutané. L’arsenal thérapeutique est composé de deux monothérapies anti-BRAF et de deux 

associations anti-BRAF et anti-MEK. Parmi les anti-BRAF, on trouve le vémurafénib et le 

dabrafénib. Ces molécules sont des inhibiteurs spécifiques de la protéine mutée BRAF V600E 

qui agissent en se fixant sur la forme mutée de la protéine impliquée dans le processus 

cancéreux du mélanome en permettant une division incontrôlée des cellules tumorales 

(Figure 14) [118,119]. Historiquement, le vémurafénib a été la première molécule autorisée 

par l’EMA en 2012 avec comme indication une monothérapie ciblée dans les mélanomes 

cutanés de formes avancées. Le dabrafénib a reçu son AMM l’année suivante. Ces 

monothérapies ont démontré une très grande efficacité en comparaison avec la 

chimiothérapie par dacarbazine; alors traitement de référence [120,121]. Le premier 

inhibiteur de BRAF testé en clinique était le sorafénib. Cette molécule a démontré une 

efficacité intéressante sur des modèles précliniques [65] mais les essais cliniques ont mis en 

évidence une importante toxicité due à un manque de sélectivité d’action sur les kinases 

impliquées dans le développement cancéreux [122,123]. 

 

Figure 14. Mécanismes d’action des anti-BRAF et des anti-MEK dans la voie des MAPK 

impliquées dans l’apparition du mélanome. 
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Les anti-MEK agissent en bloquant directement la protéine MEK et en empêchant son 

activation par la forme anormale de BRAF, ralentissant ainsi la croissance et la propagation 

du processus cancéreux [124]. Ils appartiennent à la famille des inhibiteurs de tyrosine 

kinases. Les deux molécules à avoir obtenu l’AMM dans les formes avancées de mélanome 

cutané sont le cobimétinib et le tramétinib. Les premiers inhibiteurs de MEK n’avaient pas 

montré d’efficacité significative de par leurs toxicités [125]; ce qui n’est pas le cas pour le 

cobimétinib et le tramétinib. Actuellement, les recommandations préconisent l’utilisation de 

combinaison des anti-BRAF avec les anti-MEK (Figure 15). En effet, les associations 

vémurafénib + cobimétinib et dabrafénib + tramétinib ont montré une amélioration de la 

survie sans récidive et des taux de réponses plus importants par rapport à des 

monothérapies anti-BRAF, respectivement par vémurafénib et par dabrafénib [126–128]. 

 

Figure 15. Structures chimiques des anti-BRAF et des anti-MEK indiqués dans les formes 

avancées de mélanome cutané. 

 

Les noms des spécialités ainsi que les mécanismes d’action et les indications de l’arsenal 

thérapeutique issu des thérapies ciblées sont résumés dans le Tableau 6. 
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III - 3. 3. Chimiothérapies cytotoxiques 

Les chimiothérapies cytotoxiques ont constitué pendant longtemps les seuls traitements 

utilisables pour les formes avancées de mélanome cutané. Leurs faibles spécificités ne 

permettent pas d’obtenir une efficacité importante d’autant plus que les effets indésirables 

sont nombreux et difficilement supportables pour les patients [129]. 

  

Figure 16. Structures chimiques de la dacarbazine et du témozolomide utilisés en 

monothérapies dans les formes métastasiques du mélanome cutané. 

 

La dacarbazine est la molécule la plus utilisée parmi les chimiothérapies cytotoxiques. 

Actuellement, elle est indiquée en 2ème ou 3ème intention dans les formes métastatiques 

après échec des traitements ciblées et des immunothérapies. Elle agit comme agent 

antinéoplasique cytostatique, par analogie structurale avec le 5-amino-4-

imidazolecarboxamide (Figure 16). La dacarbazine est sous forme inactive, mais après N-

déméthylation par les microsomes hépatiques, elle libère l’ion méthyldiazonium (le 

diazométhane), lui-même agent alkylant. Ses nombreux effets indésirables limitent son 

utilisation à des cas restreints [130]. Pour les formes présentant des métastases cérébrales, 

la fotémustine ou le témozolomide peuvent être utilisés (avec une utilisation hors AMM 

pour le témozolomide). La fotémustine est une nitroso-urée présentant une forte lipophilie 

permettant le passage de la barrière hémato-encéphalique. Cette caractéristique explique 

son utilisation en cas d’atteinte cérébrale. D’autres dérivés nitroso-urées ont reçu l’AMM 

pour le mélanome cutané mais ne sont que très peu utilisés en pratique. Il s’agit de la 

carmustine (BICNU®) et de la lomustine (Belustine®).  
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Les polychimiothérapies (notamment à base de taxoïdes et de platine) sont parfois utilisées 

bien qu’elles n’aient pas démontré d’amélioration de l’efficacité malgré une augmentation 

de la toxicité [131,132]. 

III - 3. 4. Radiothérapie 

La radiothérapie est rarement utilisée pour le mélanome cutané, malgré des recherches 

suggérant des avantages dans certains scénarios cliniques [133]. Mis à part dans le cadre de 

soins palliatifs, le rôle de la radiothérapie pour le mélanome avancé est limité. Cependant, 

dans le cadre d'un traitement adjuvant, le rayonnement postopératoire peut améliorer le 

contrôle de la maladie locorégionale. La radiochirurgie stéréotaxique joue un rôle essentiel 

dans le traitement des métastases cérébrales et extracrâniennes [134]. La stéréotaxie est 

une technique utilisée en neurochirurgie afin d’atteindre des zones cérébrales avec une 

grande précision. Elle se base sur l’utilisation d'imagerie médicale (IRM, tomodensitométrie, 

et radiographie) pour matérialiser dans l’espace le corps des patients. L’utilisation en 

conditions stéréotaxiques permet de contourner la résistance à la radiothérapie en condition 

classique et ainsi obtenir des résultats prolongés. Cependant, la radiothérapie 

panencéphalique présente une efficacité limitée compte tenu des risques non négligeables 

sur le tissu sain pouvant provoquer des atteintes des fonctions cognitives [135]. 

III - 4. Mécanismes de résistance 

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la résistance du mélanome 

cutané aux traitements médicamenteux est un grand défi. Relever ce défi est essentiel pour 

le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques efficaces. On distingue deux types 

de résistances : la résistance de novo ou primaire qui se manifeste par l’absence de réponse 

dès la mise en place du traitement et la résistance acquise qui se manifeste par un 

échappement de la maladie après une première réponse positive au traitement  

III - 4. 1. Mécanismes principaux de résistance aux traitements médicamenteux 

La résistance acquise aux différents traitements médicamenteux représente la principale 

cause de l’échec de ces traitements anticancéreux. De nombreux mécanismes ont été 

référencés. Parmi les plus fréquents, on dénombre : 

-  la modification biologique de la cible thérapeutique visée par le médicament,  
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- l’augmentation de l’élimination du médicament,  

- la prolifération des cellules cancéreuses via d’autres voies de signalisation qui contournent 

la cible thérapeutique visée, 

- la diminution de la pénétration cellulaire du médicament,  

- l’augmentation du nombre de cibles visées,  

- l’altération de la sensibilité à l’apoptose des cellules cancéreuses [40],  

- l’augmentation de l’efflux extra-cellulaire [136],  

- la surexpression de protéines membranaires… 

III - 4. 2. Cas particuliers de la résistance aux thérapies ciblées 

La résistance primaire aux inhibiteurs de BRAF et de MEK est rare et survient chez moins de 

10 % des patients atteints de mélanome cutané avec mutation BRAF [119].  A l’inverse, la 

résistance acquise aux inhibiteurs de BRAF est presque universelle et la plupart des patients 

développe une résistance au cours de la première année de traitement [137,138]. La 

résistance aux inhibiteurs de MEK a également été documentée dans des essais cliniques 

[137]. Environ 70 % des patients atteints de mélanome cutané avec mutation BRAF ont eu 

une progression de la maladie dans l'année suivant le début du traitement par trametinib en 

monothérapie. Par ailleurs, plus de 80 % des patients pour lesquels un traitement par 

inhibiteur de BRAF échoue ne répondent pas aux inhibiteurs de MEK [139]; ce qui suggère 

l'existence de mécanismes de résistance croisée BRAF et MEK ou l'émergence rapide de 

mécanismes de résistance supplémentaires. Parmi les mécanismes de cette résistance, on 

trouve notamment l’amplification de la cible, l’expression de protéines kinases alternatives 

ou encore des mutations sur la protéine MEK (Figure 17). 
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III - 5. Perspectives de traitements 

Malgré la mise sur le marché de nouveaux traitements ces dernières années, les rémissions 

de longue durée dans le mélanome cutané restent rares. Les nombreuses résistances 

primaires ou acquises développées par les patients dans le cadre d’un traitement obligent 

l’industrie pharmaceutique à développer de nouveaux composés, de nouvelles combinaisons 

ou de nouvelles stratégies thérapeutiques. L’interconnexion des différentes voies de 

signalisations impliquées dans l’apparition du mélanome cutané suggére l’utilisation de 

combinaisons de traitements ayant des mécanismes d’actions distincts mais 

complémentaires. A l’heure actuelle, la prise en charge des patients mutés BRAF V600E 

passe forcément par une association anti-BRAF et anti-MEK. Les résistances à cette 

association sont nombreuses et les solutions pour y remédier sont inexistantes. Par ailleurs, 

pour les patients naïfs vis-à-vis de cette mutation, il est également primordial de développer 

de nouvelles molécules actives. Afin d’élargir l’arsenal thérapeutique, les connaissances sur 

les différentes voies de signalisation impliquées doivent être élargies. Plusieurs pistes sont 

actuellement développées dans le cadre d’essais cliniques. 

III - 5. 1. Nouvelles associations thérapies ciblées et immunothérapie 

Le développement d’association entre les anti-BRAF et les anti-MEK d’un côté et 

l’ipilimumab et les anti-PD1 (le nivolumab notamment) d’un autre côté a permis 

d’augmenter significativement l’efficacité de la prise en charge. En effet, une monothérapie 

par anti-BRAF présente une efficacité de l’ordre de 50 % alors qu’une association anti-BRAF 

et anti-MEK permet  une efficacité de 65-70 % [141]. De même, une monothérapie par 

ipilimumab ou par un anti-PD1 permet d’obtenir une efficacité de 10 et 25 à 45 %, 

respectivement. Une association Ipilimumab et anti-PD1 est plus efficace puisque plus de 60 

% des patients sont répondeurs. Par conséquent, une association anti-BRAF, anti-MEK, 

Ipilimumab et anti-PD1 pourrait permettre d’augmenter encore l’efficacité de la prise en 

charge (Figure 18). 
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Figure 18. La combinaison association bithérapies ciblées et bi-immunothérapies comme 

perspectives de prises en charge du mélanome cutané [141]. 

 

Afin de mettre en évidence une synergie d’action entre les thérapies ciblées et les 

traitements issus de l’immunothérapie, différentes études cliniques sont prévues en 2018 et 

en 2019. Une première étude de phase I a été réalisée associant l’iplimumab au vémurafénib 

(essai clinique NCT01400451). Celle-ci a dû être arrêtée prématurément en raison d’une 

hépatotoxicité [142]. Une seconde étude préclinique associant l'ipilimumab, le dabrafénib et 

le trametinib a également été suspendue après le développement de colites avec 

perforation colique développées par plus d’un quart des sujets [143]. Les inhibiteurs de 

checkpoint PD-1 / PD-L1 sont associés à des toxicités moins sévères que les anti-CTLA-4 

[144], ce qui en fait de meilleurs candidats pour explorer les associations avec des thérapies 

ciblées. Les études précliniques de combinaison thérapies ciblées et immunothérapie en 

cours ou à venir sont résumées dans le Tableau 7. 
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Etude Phase Statut Traitement Stratégie 

NCT01400451 I 
Terminée en raison des toxicités 

limitant la dose 

Ipilimumab 

Vémurafénib 

Anti-CTLA-4 

+ BRAFi 

NCT01767454 I Terminée 

Ipilimumab 

Dabrafénib +/- 

Tramétinib 

Anti-CTLA-4 

+ BRAFi +/- 

MEKi 

NCT02027961 I En cours 

MEDI4736 

Dabrafénib +/- 

Tramétinib 

Anti-PD-L1 + 

BRAFi +/- 

MEKi 

NCT01656642 Ib En cours 

 

Atezolizumab 

Vémurafénib +/- 

Cobimétinib 
 

Anti-PD-L1 + 

BRAFi +/-

MEKi 

NCT02130466 II En cours 

 

Pembrolizumab 

Dabrafénib + 

Tramétinib 

 

Anti-PD-1 + 

BRAFi +/- 

MEKi 

NCT02908672 III A venir 

 

Atezolizumab 

Vémurafénib +/- 

Cobimétinib 
 

Anti-PD-L1 + 

BRAFi +/- 

MEKi 

Tableau 7. Essais cliniques sur le mélanome explorant les combinaisons immunothérapie et 

thérapies ciblées. Adapté de Marconcini et al. [107]. 
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III - 5. 2. Les inhibiteurs de c-Met 

Le c-Met et son ligand HGF ont été associés à la formation de tumeurs ainsi qu’à la 

progression vers les métastases [88]. Par conséquent, les molécules susceptibles d’interagir 

avec cette voie de signalisation sont considérées comme de potentiels atouts pour le 

traitement du mélanome métastasé. Les inhibiteurs de c-Met sont considérés comme les 

molécules agissant sur la voie de signalisation c-Met/HGF et pourraient être utilisées dans le 

traitement du mélanome métastasé. Ces molécules sont présentées dans le Tableau 8.  

Molécules Mécanisme d’action 
Activités démontrées dans le 

traitement du mélanome 

Cabozantinib [145] 
(XL184, BMS-

907351) 

Inhibiteur de tyrosine kinases 
(VEGF, c-Met et AXL) 

In vitro et In vivo 
Essais Cliniques : NCT00940225 et 

NCT01835184 

Crizotinib [146] 
(PF-02341066) 

Inhibiteur puissant de c-Met et de 
l'ALK 

In vitro et In vivo 
Essais Cliniques : NCT02223819 

Forétinib [147] 
(EXEL-2880) 

Inhibiteur compétitif de l'ATP de c-
Met et du VEGFR 

In vitro et In vivo (chez l’animal) 
 

PF-04217903 [148] 
Inhibiteur ATP-compétitif sélectif de c-

Met 
In vitro 

PHA-665752 [149] 
Inhibiteur sélectif de c-Met (région 

catalytique) 
In vitro 

SU11274 [150] 
Inhibiteur sélectif de c-Met (région 

catalytique) 
In vitro et In vivo (chez l’animal) 

Tivantinib [151] 
(ARQ 197) 

Inhibiteur non ATP-compétitif de la 
liaison à c-Met déphosphorylé 

In vitro et In vivo 
Essais Cliniques : NCT00827177 

AMG-337 [152] 
Inhibiteur ATP-compétitif hautement 

sélectif de c-Met 
En cours 

AMG-458 [153] 
Inhibiteur puissant des voies de 

signalisation c-Met, VEGFR-2 et IGF 
En cours 

Tableau 8. Liste des inhibiteurs de c-Met interagissant avec la voie de signalisation c-

Met/HGF et susceptibles d’être utilisés dans le traitement du mélanome métastasé, adapté 

de Demkova et al. [88]. 

D’autres stratégies d’intervention affectant la signalisation c-Met/HGF sans inhiber c-Met 

sont également  en cours d’évaluation : les inhibiteurs de l'activation du HGF, les anticorps 
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neutralisant le HGF tels que le Rilotumumab (AMG102), le Ficlatuzumab (AV-299) et le 

TAK701 [154] et les antagonistes de c-Met comme l’Onartuzumab [155]. Cependant le 

ciblage spécifique de la voie c-Met/HGF présente plusieurs inconvénients. Tout d’abord, le 

ciblage de la voie de signalisation c-Met/HGF présente l’inconvénient d’être à l’origine de 

nombreux mécanismes de résistance. Cette résistance peut être la conséquence de 3 

mécanismes distincts : une modulation de c-Met par l’EGFR [156], une amplification génique 

de c-Met couplé avec K -RAS [157] ou une mutation dans la boucle d'activation de c-Met qui 

déstabilise sa conformation auto-inhibitrice [158]. Par ailleurs, une activation de c-Met 

indépendante de HGF peut être obtenue par la DCP (Des-γ-carboxy-prothrombine) [159]. 

Dans ce cas, une inhibition de l’interaction c-Met/HGF sera biologiquement inutile. De plus, il 

a été démontré que l'inhibition de c-Met peut déclencher une activation compensatoire de 

la voie des MAPK [160]. A la lumière de ce fait, l’utilisation des inhibiteurs de c-Met doit être 

envisagée en association à d’autres traitements ciblant spécifiquement la voie MAPK. Par 

ailleurs, l’utilisation d’inhibiteurs de c-Met est réputée pour être à l’origine de toxicité. Lors 

d’études de toxicité chez l’animal, le composé GEN-203  a provoqué une toxicité hépatique 

et de la moelle osseuse chez la souris [161] ainsi qu’une dégénérescence myocardique chez 

le rat [162]. Lors d’essais cliniques de phase Ib, le tivantinib (ARQ197) a provoqué des 

hématotoxicités graves par leucopénie, anémie et neutropénie [163]. Le forétinib a 

également été à l’origine d’asthénie, d'hypertension et des toxicités gastro-intestinales chez 

des patients atteints de carcinome papillaire à cellules rénales [164].  

En résumé, les stratégies actuelles impliquant l’inhibition de la voie de signalisation c-

Met/HGF ont déjà apporté des avantages dans le cadre clinique : dans le traitement du 

cancer du poumon métastatique non à petites cellules, le crizotinib a notamment permis de 

doubler le temps de survie des patients [165]. La perturbation de la voie de signalisation c-

Met/HGF est susceptible d’interférer avec la dissémination des cellules tumorales via les 

métastases dans le mélanome. Cependant, cette approche doit être envisagée en prenant 

en compte les résistances et effets indésirables attendus.  
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III - 5. 3. Les inhibiteurs de la voie PI3K via l’inhibition de mTOR 

La protéine mTOR est impliquée dans la régulation de la traduction des protéines, de la 

croissance cellulaire et du métabolisme via la voie de signalisation PI3K [76]. La dérégulation 

de plusieurs éléments de la voie de signalisation au niveau de mTOR a été rapportée dans de 

nombreux types de cancers et pourrait ainsi constituer une cible thérapeutique attrayante 

dans de nombreuses tumeurs [75,134]. On distingue deux différents complexes de mTOR : 

mTORC1 et mTORC2 (Figure 19). Le complexe mTORC1 est activé directement par divers 

stimuli (facteurs de croissance, nutriments et rapamycine) ou indirectement par des voies de 

signalisations telles que PI3K et MAPK [77]. Le complexe mTORC1, constitué de mTOR, de 

raptor et de mLST8 (GβL), active également S6K1 et 4EBP1, qui sont impliqués dans la 

traduction de l'ARNm [166]. Le complexe mTORC2 est constitué des composants mTOR, 

mLST8, Rictor, mSIN1 et Protor1/2. Contrairement au complexe mTORC1, il est largement 

insensible à l'activité inhibitrice de la rapamycine. Il active AKT et régule le cytosquelette 

d'actine. La dérégulation de la voie de signalisation mTOR (amplification/mutation PI3K, 

perte de fonction de PTEN, surexpression d’AKT et surexpression de S6K1 et 4EBP1) est 

fréquente dans le cancer et les altérations des composants de la voie mTOR jouent un rôle 

majeur dans la progression tumorale [47,166]. Des études récentes suggèrent que mTORC2 

pourrait être une cible prometteuse du fait de son activité essentielle pour le 

développement d'un certain nombre de cancers [167,168]. 

 

La rapamycine, également dénommée sirolimus, constitue le premier inhibiteur de mTOR 

identifié [169]. Son utilisation actuelle repose sur son activité immunosuppressive dans le 

cadre du traitement préventif du rejet de greffe [170]. En raison de son effet inhibiteur sur 

mTOR, l’activité antitumorale du sirolimus a été explorée [171]. Il a été démontré qu'elle 

inhibait la prolifération cellulaire et qu'elle était efficace contre plusieurs types de cancer, 

notamment le cancer du pancréas [172], le cancer du côlon [173] et le cancer du sein [174]. 

Cependant, la rapamycine n'a pas été utilisée pour le traitement du cancer en raison de ses 

faibles propriétés pharmacocinétiques (dues à une faible solubilité [175]), mais également 

du fait de nombreuses boucles de rétroaction négative dépendantes de mTORC1 [176]. Les 

caractéristiques structurales de la rapamycine (en particulier sa lactone macrocyclique) ont 
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permis de construire une famille de dérivés analogues appelés « rapalogues » (Figure 19). 

Celle-ci comprend l'évérolimus, le temsirolimus, le ridaforolimus et le zotarolimus. Ces 

molécules disposent pour certaines d’AMM pour divers types de cancers (évérolimus 

[177,178] et temsirolimus [179]) ou ont été cliniquement évaluées pour ces indications 

(ridaforolimus [180] et zotarolimus [181]). Une évaluation de ces molécules dans le cadre du 

mélanome cutané pourrait être intéressante.  

 

 

Figure 19. Structure de la rapamycine avec sa lactone macrocyclique. 

 

 

De nombreux composés actifs sur la voie PI3K sont actuellement à l’étude. Parmi ceux-ci, on 

retrouve des inhibiteurs de mTORC1/2, des inhibiteurs d’AKT, des inhibiteurs de PI3K et des 

inhibiteurs de PI3K et de mTOR [182] (Figure 20). 
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Figure 20. La voie mTOR en tant que cible thérapeutique. Plusieurs nouveaux agents de 

ciblage mTOR directs ou indirects ont été développés et évalués dans des essais cliniques 

[182]. 
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III - 5. 4. Les inhibiteurs de c-KIT 

L’activation des voies MAPK et PI3K est initiée par la fixation de facteurs de croissance sur 

des récepteurs membranaires tyrosine kinase présents à la surface de la membrane 

cytoplasmique des mélanocytes [35]. Parmi ces récepteurs, on retrouve plus fréquemment 

le récepteur c-KIT qui présente des mutations oncogéniques mises en évidence dans certains 

types de mélanome [44]. On retrouve principalement ces mutations affectant le domaine 

juxta-membranaire du récepteur dans les mélanomes acraux, les mélanomes muqueux et les 

mélanomes survenant sur peau avec élastose solaire. Actuellement, plusieurs inhibiteurs de 

c-KIT sont disponibles sur le marché avec des indications diverses [183]. Dans la famille des 

inhibiteurs de c-KIT, on trouve l’axitinib, le sorafénib et le pazopanib qui sont indiqués pour 

traiter les adultes atteints d'un carcinome rénal avancé, après échec thérapeutique par 

sunitinib ou cytokines. Le sorafenib est également indiqué pour le traitement de carcinomes 

hépatocellulaire et thyroïdien. Le sunitinib est utilisé pour traiter le carcinome rénal, et les 

tumeurs gastro-intestinales et neuroendocrines. Depuis septembre 2017, le midostaurin est 

approuvé par l’EMA dans le cadre de la prise en charge de la leucémie aiguë myéloïde chez 

l’adulte. Le dasatinib est indiqué dans les leucémies myéloïdes chroniques et les leucémies 

aiguës lymphoïdes. L’imatinib est indiqué dans le cadre de traitement de cancers du sang 

(leucémie myéloïde chronique, leucémie aigüe lymphoïde, syndrome myéloprolifératif, 

syndrome hyperéosinophilique) ou de cancers solides (tumeur stromale gastro-intestinale et 

dermatofibrosarcome protuberans). Les patients atteints de tumeurs stromales gastro-

intestinales présentant une mutation de c-KIT, répondent favorablement aux inhibiteurs de 

c-KIT [184]. Ceci permet de suggérer que les mélanomes porteurs d’une mutation de c-KIT 

pourraient être traités par un tel composé. Les résultats d'essais cliniques évaluant des 

inhibiteurs de c-KIT, le sunitinib et l'imatinib, chez des patients présentant une mutation c-

KIT ont été publiés et ont montré un taux de réponse moyen de 20 % [185,186]. D’autres 

inhibiteurs de c-KIT sont actuellement en cours d’évaluation clinique dans le cadre du 

traitement de différentes tumeurs solides dont le mélanome cutané [183]. 

Les perspectives de la prise en charge médicamenteuse du mélanome cutané peuvent 

également inclure des inhibiteurs de c-KIT, en particulier en cas de présence d’altérations 

moléculaires sur le récepteur c-KIT. 
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CHAPITRE 2 

Les imidazoquinoxalines de première génération 
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CHAPITRE 2 - Les imidazoquinoxalines de première génération 

 

Les systèmes hétérocycliques contenant la fraction quinoxaline sont utilisés pour des 

applications pratiques relativement diverses [187]. Les dérivés des quinoxalines peuvent 

avoir des applications comme antibiotiques [188], matériaux électroluminescents [189], 

semi-conducteurs organiques [190], agents liant l'ADN [191], inhibiteurs de corrosion [192]… 

Ces composés ont démontré diverses activités biologiques telles que : des activités 

antitumorales [193,194], des activités antivirales [195], des activités antibactériennes 

[196,197] ou encore des activités anti-inflammatoires [198].  

 

Depuis plusieurs années, les Imiqualines (ou dérivés imidazo[1,2-a]quinoxaliniques) 

représentent une des thématiques du laboratoire de chimie organique de la Faculté de 

Pharmacie de Montpellier. Les Imiqualines sont des molécules tricycliques azotées (Figure 

21) présentant des activités cytotoxiques comparables à celles des meilleurs anticancéreux 

actuellement sur le marché ou en cours de développement. Ce sont des composés originaux, 

protégés par un brevet international [6] ainsi qu’un brevet de sélection [7]. Leur synthèse est 

maîtrisée et l’exemplification de la diversité moléculaire est en cours.  

 

 
Figure 21. Structure générale des imidazo[1,2-a]quinoxaline. 
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Les Imiqualines de première génération présentent une analogie structurale avec 

l’imiquimod (Figure 21). Ce composé a obtenu une autorisation de mise sur le marché 

(AMM) par l’ European Medicines Agency (EMA) dans le cadre des traitements chez l’adulte 

de verrues sur les organes génitaux, de petits carcinomes basocellulaires et de kératoses 

actiniques du visage et du cuir chevelu (lésions cutanées précancéreuses et anormales qui se 

développent après une trop longue exposition au soleil) [199]. Il est réservé à l’utilisation 

chez des patients dont le système immunitaire fonctionne normalement. Son mécanisme 

d’action indirect implique une modulation de la réponse immunitaire [200]. Lorsque 

l'imiquimod est appliqué sur la peau, il agit localement sur le système immunitaire pour 

déclencher la libération de cytokines, y compris l'interféron [201]. Un deuxième mode 

d’action direct a également été mis en évidence : l’imiquimod agit en induisant l’apoptose 

des cellules cancéreuses [202,203].  

 

Les premières Imiqualines leaders, EAPB0203 et EAPB0503 (Figure 22), ont montré une 

activité cytotoxique très supérieure à celles de l’Imiquimod (molécule analogue structural)  

et de la fotémustine (traitement de première ligne dans le mélanome métastatique avant la 

mise sur le marché des thérapies ciblées et molécules issues de l’immunothérapie) sur une 

lignée de mélanome humain très résistante : A375 [204,205]. Cette activité est aussi 

particulièrement notable dans différents modèles cellulaires de mélanome, lymphomes et 

cancer du côlon ; résultats confirmés par un criblage réalisé par le NCI (National Cancer 

Institute) sur 60 lignées cellulaires. De plus, l’EAPB0203 s’est révélé efficace in vivo pour 

inhiber la croissance tumorale, dans une étude préliminaire non optimisée (tumeur de 

mélanome humain moyennement sensible) [204]. Le mécanisme d’action semble impliquer 

une activité sur la tubuline par une désorganisation des microtubules associée à un blocage 

en phase G2/M [206]. Les études de toxicité semi-chronique réalisées chez le rat n’ont mis 

en évidence aucune toxicité (hémogramme, organes nobles) [204]. Avantageusement, les 

premières Imiqualines leaders ne présentent pas d’activité cytotoxique sur lymphocytes T 

normaux, ni d’activité pro-inflammatoire contrairement à d’autres molécules 

anticancéreuses comme l’Imiquimod.  
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Figure 22. Structure chimique de l’Imiquimod et des Imiqualines de première génération 

(EAPB0203 et EAPB0503). 

 

IMIQUIMOD EAPB0203 EAPB0503 
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I - Synthèse chimique 

I - 1. Synthèse de l’EAPB0203 

La synthèse de l’EAPB0203 a été initialement publiée en 2004 au sein de la revue Bioorganic 

& Medicinal Chemistry [207]. Une étape préalable de synthèse du 1-amino-4-phénylbutan-2-

ol (3) est nécessaire. La réaction du 3-phénylpropionaldéhyde (1) avec le cyanure de sodium 

conduit au 2-hydroxy-4-phénylbutanenitrile (2) qui, après réduction avec de l'aluminohydrure 

de lithium, produit le 1-amino-4-phénylbutan-2-ol avec un rendement global de 81 % 

(Schéma 1).  

Schéma 1. Synthèse du 1-amino-4-phénylbutan-2-ol à partir du 3-phénylpropionaldéhyde 

[207]. 

Le 1-amino-4-phénylbutan-2-ol (3) va ensuite réagir avec la 2,3-dichloroquinoxaline (4) en 

présence de triéthylamine dans le dioxane pour donner le 1-[(3-chloroquinoxalin-2-yl)amino]-

4-phénylbutan-2-ol (5) (Schéma 2). Cet intermédiaire va subir une oxydation de son 

groupement hydroxyle, en présence du complexe trioxyde de soufre triméthylamine, 

permettant l’obtention de la 1-[(3-chloroquinoxalin-2-yl)amino]-4-phénylbutan-2-one (6). 

Schéma 2. Synthèse de l’EAPB0203 à partir du 1-amino-4-phénylbutan-2-ol et de la 2,3-

dichloroquinoxaline [207].   
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La 4-chloro-1-phénéthylimidazo[1,2-a]quinoxaline (7), composé précurseur de la série est 

obtenue par cyclisation intramoléculaire [208]. Cette déshydratation par l’acide 

trifluoroacétique est réalisée avec un rendement de 66 %. Cette réaction constitue une étape 

clé dans la construction squelettique des imidazo[1,2-a]quinoxalines.   Enfin, une étape de 

substitution nucléophile du chlore par la méthylamine a lieu en milieu basique dans l’éthanol 

afin d’obtenir la N-méthyl-1-phénéthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine (8) (EAPB0203).  

I - 2. Synthèse de l’EAPB0503 

Pour permettre une diversification de la série chimique, une nouvelle méthode de synthèse 

a été élaborée permettant de construire le système tricyclique non substitué et d’introduire 

ensuite des diversités structurales en positions 1 et 4. L’utilisation des microondes a permis 

d’augmenter la réactivité et d’introduire de nouveaux substituants [205]. La synthèse de 

l’EAPB0503 (17) développée au sein du laboratoire est résumée dans le schéma réactionnel 

suivant :  

Schéma 3. Schéma général de synthèse de l’EAPB0503. 

Les conditions opératoires pour cette synthèse sont les suivantes : 

(a) SOCl2, reflux, 18h; (b) NaHMDS, THF, 0°C-TA, 5h; (c) NaH, DMA, reflux, 48h; (d) POCl3, 

MW (130°C, 2x15min); (e) NH2CH3, EtOH, MW (150°C, 20min); (f) NBS, CHCl3, reflux, 2h; (g) 

acide arylboronique (R-B(OH)2), Pd(PPh3)4, Na2CO3, DME/H2O, MW (140°C, 20min). 
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I - 2.1. Formation du dimère diimidazo[1,2-a;1’,2’-d]pyrazine-5,10-dione. 

La synthèse débute par une condensation bimoléculaire de l’acide 2-imidazocarboxylique 

(9). Cette réaction se fait à reflux pendant 18 heures en présence de chlorure de thionyle 

(18). Elle permet de former le diimidazo[1,2-a ;1,2-d]pyrazine-5,10-dione (10). 

 
Schéma 4. Etape de formation du dimère diimidazo[1,2-a;1’,2’-d]pyrazine-5,10-dione. 

I - 2.2. Addition d’une fluoroaniline sur le dimère.  

Cette addition se déroule en 2 étapes. Tout d’abord, la déprotonation de la fluoroaniline (11) 

se fait sous atmosphère inerte (flux d’azote) à 0°C en présence de bis(triméthylsilyl)amidure 

de sodium (NaHMDS) dans le tétrahydrofurane (Schéma 5). Puis, l’attaque nucléophile de 

l’amidine résultante sur le carbonyle du dimère se fait à température ambiante pendant 5 

heures (Schéma 6). Une étape de protonation du dérivé formé à l’aide de la 

bis(triméthylsilyl)amine permet d’obtenir le N-(2-fluorophényl)-1H-imidazole-2-carboxamide 

(12). 

 

 

Schéma 5. Etape de formation de l’ortho-fluoroamidure. 
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Schéma 6. Etape d’addition de l’ortho-fluoroamidure sur le dimère puis étape de 

protonation à l’aide de la bis(triméthylsilyl)amine. 

 

I - 2.3. Cyclisation intramoléculaire en milieu basique. 

La formation de la quinoxaline (imidazo[1,2-a]quinoxalin-4(5H)-one) (13) se fait en présence 

d’hydrure de sodium en solution dans le diméthylacétamide (DMA) à reflux pendant 48 

heures. 

 

Schéma 7. Etape de cyclisation intramoléculaire en milieu basique. 
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I - 2.4. Substitution de l’hydroxyle par un chlore. 

En milieu acide, il existe un équilibre entre les formes a (lactame) et b (lactime). C’est la 

forme b qui sera l’espèce réactive vis-à-vis du trichlorure de phosphoryle (POCl3) permettant 

la substitution de l’hydroxyle par un chlore. 

 

Schéma 8. Etape de substitution de l’hydroxyle par un chlore. 

I - 2.5. Introduction de la méthylamine. 

Cette réaction de substitution du chlore par la méthylamine a lieu en milieu basique dans 

l’éthanol et permet l’obtention de la N-méthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine. 

 

a b 
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Schéma 9. Etape d’introduction de la méthylamine en position 4. 

 

I - 2.6. Bromation radicalaire de Whol-Ziegler. 

Cette étape débute par une phase d’initiation radicalaire. Le chloroforme sert d’initiateur de 

radicaux permettant la création d’un brome radicalaire. 

 

 

Schéma 10. Etape d’initiation radicalaire de la bromation par le N-bromosuccinimide. 

 

Ensuite, des réactions de propagation en chaine vont avoir lieu. Tout d’abord, le radical 

brome attaque l’imidazo[1,2-a]quinoxaline pour former un nouveau radical et du bromure 

d’hydrogène.  



 

 
78 

 

Schéma 11. Etape de propagation radicalaire de la bromation par le N-bromosuccinimide. 

Puis la réaction entre le bromure d’hydrogène et le N-bromosuccinimide conduit à la 

formation du succinimide et du dibrome. 

 

Schéma 12. Etape de formation du succinimide et du dibrome lors de la bromation par le N-

bromosuccinimide. 

Enfin, l’addition radicalaire du brome sur le N-méthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-1-yl-4-amine 

forme le produit final bromé (16) avec une régénération du radical permettant de poursuivre 

la réaction. Cette addition a lieu préférentiellement en position 1 mais des produits 

secondaires minoritaires avec fixation de l’atome de brome en position 2 sont possibles. 

 

Schéma 13. Réaction d’addition radicalaire du brome lors de l’étape de bromation par le N-

bromosuccinimide. 

I - 2.7. Couplage de Suzuki-Miyaura. 

Cette réaction croisée de Suzuki-Miyaura, qui utilise comme catalyseur le tétrakis 

(triphénylphosphine) de palladium (0), noté Pd[P(C6H5)3]4 ou Pd(PPh3)4,  permet l’introduction 

de divers groupements aryles et quelques groupements alkyles. Le cycle mécanistique de la 
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réaction de couplage de Suzuki-Miyaura se déroule selon 3 étapes[209]. Elle débute par une 

addition oxydante avec l’insertion du Palladium entre le groupement aryle et l’halogène. 

Puis, une étape de transmétallation permet d’échanger l’halogène et le groupe R. Enfin, 

l’étape d’élimination réductrice nous permet d’obtenir le produit de couplage attendu et de 

régénérer le catalyseur.  

 

Schéma 14. Mécanisme réactionnel de la réaction de couplage de Suzuki-Miyaura. 

II - Activités cytotoxiques in vitro 

Un criblage in vitro de l’activité cytotoxique des composés leaders EAPB0203 et EAPB0503 

sur différentes lignées cellulaires cancéreuses a été réalisé. Ainsi, des lignées tumorales de 

mélanome, de cancer du côlon, de cancer du sein et de leucémies ont été utilisées afin 
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d’évaluer les activités potentielles de ces composés. Les résultats du criblage in vitro de 

l’activité cytotoxique des composés leaders EAPB0203 et EPB0503, des molécules de 

référence et de l’imiquimod  sont présentés dans le Tableau 9 [204,205]. 

Tissu Peau Sein Colon 
Leucémie Chronique 

Myéloïde 

Composés A375 M4Be 
RPMI 

7591 
MCF7 LST174T HCT116 HT29 SW480 T84 K562 LAMA AR230 

Dacarbazine > 350 > 350 > 350          

Fotémustine 173 326 125          

Doxorubicine    10         

Irinotecan     18        

Imiquimod 70 33 53 145         

EAPB0203 1,5 2,5 4,2 1 4,1 0,8 0,3 2,6 0,3 5 3 0,5 

EAPB0503 0,15   0,35 0,01 0,03 0,03 0,08 0,01 1 0,5 0,1 

Tableau 9. : Concentration inhibitrice 50 % (CI50) en µmol/L des Imiqualines de première 

génération EAPB0203 et EAPB0503 et des molécules de référence sur différentes lignées 

cellulaires de mélanome, de cancer du côlon, de cancer du sein et de leucémie [204,205]. 

Les composés EAPB0203 et EAPB0503 présentent des CI50 sur les lignées cellulaires de 

mélanome très inférieures à celles des molécules de référence au moment de la mise en 

place de cette étude et à celles de l’imiquimod. L’activité anticancéreuse des Imiqualines de 

première génération est nettement mise en évidence dans ce criblage. Par ailleurs, ces 

molécules semblent également très actives sur la lignée humaine de cancer du sein MCF7. 

En effet, la CI50 de l’EAPB0203 est inférieure d’un facteur 10 à la doxorubicine ; ancienne 

molécule de référence [204]. De même, l’activité cytotoxique de l’EAPB0203 sur la lignée 

humaine de cancer du côlon LS174T est caractérisée par une CI50 4 fois inférieure à celle de 

l’irinotécan [204]. Sur l’ensemble des lignées cancéreuses testées, l’activité de l’EAPB0503 

est supérieure à celle de l’EAPB0203. 
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III - Test in vivo des Imiqualines de première génération 

III - 1. Pharmacocinétique et métabolisme 

Les profils pharmacocinétiques de l’EAPB0203 et de l’EAPB0503 ont été étudiés chez le rat 

Sprague-Dawley [210,211]. Les animaux ont été répartis dans quatre groupes ayant reçu une 

dose unique de 2,5 mg/kg d'EAPB0203 ou une dose de 5 mg/kg d'EAPB0503 par voie 

intraveineuse ou par voie intrapéritonéale (Figure 23). Des prélèvements sanguins au temps 

5, 10 et 30 minutes et à 1, 2, 4, 8, 12 et 24 heures après l'administration ont été réalisés.  

 

 

Figure 23. Concentrations plasmatiques en EAPB0203 et ses métabolites après 

administration unique de 2,5 mg/kg par voie intraveineuse (l) et par voie intraveineuse (n) 

(A) et en EAPB0503 et ses métabolites après administration unique de 5 mg/kg par voie 

intraveineuse (l) (B) et après administration intrapéritonéale (l) (C) [210,211]. 

Les dosages ont été effectués en utilisant deux méthodes de dosages validées au laboratoire 

utilisant la chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) [211,212]. 

Des relations quadratiques entre les rapports de surface des composés à doser avec l’étalon 

interne ont été mises en évidence aux concentrations allant de 5 à 1000 µg/L (gamme basse 

: 5-300 µg/L et gamme haute : 100-1000 µg/L). Ces méthodes très spécifiques et sensibles 

ont été utilisées avec succès pour étudier les concentrations plasmatiques de l’EAPB0203 et 

de l'EAPB0503 afin de déterminer les paramètres pharmacocinétiques des deux composés. 
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Les résultats présentés dans le Tableau 10 sont calculés par modélisation de la courbe 

moyenne des concentrations en fonction du temps à l’aide du logiciel Pk-fit software® [213]. 

Tableau 10. : Paramètres pharmacocinétiques de l’EAPB0203 et de l’EAPB0503 calculés à 

l’aide du logiciel Pk-fit software® après administration par voie intraveineuse (IV) et par voie 

intrapéritonéale (IP) de 2,5 mg/kg et de 5 mg/kg, respectivement [213]. 

 

Les principaux métabolites issus des voies de N-déméthylation, d’O-déméthylation et 

d’hydroxylation des molécules de première génération ont été mis en évidence in vitro en 

utilisant des microsomes humain, de chien, de rat et de souris [210]. Ils sont représentés 

dans la Figure 24. 

 

 

 EAPB0203 EAPB0503 

Clairance totale 
ClT 

3,2 L/h/kg 2,2 L/h/kg 

Clairance hépatique 

Clhep 
0,92 mL/min/kg 0,74 mL/min/kg 

Clairance Intrinsèque 
ClInt 

2,37 mL/min/g 2,7 mL/min/g 

Volume Distribution 
Vd 

4,3 L/kg 2,5 L/kg 

Demi-vie 

t1/2 

2,4 h en IV 
1,5 h en IP 

2,0 h en IV 
0,91 h en IP 

Biodisponibilité 

F IP/IV 
22,7 % 35 % 

Liaison Albumine 
plasmatique humaine  

(in vitro) 
97,6 - 99,4 % 98,8 - 99,5 % 

Cytochrome P450 
In vitro humain/animal 

CYP1A1/2 - CYP3A CYP1A1/2 - CYP3A 
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Figure 24. Structures chimiques de l’EAPB0203 (A) et de l’EAPB0503 (B) et les voies de 

métabolisme proposées [210]. 
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III - 2. Tests de toxicité in vivo de l’EAPB0203 et de l’EAPB0503 chez le rat 

Des essais de toxicité aiguë in vivo ont été réalisés chez le rat Sprague-Dawlay afin de 

déterminer les doses létales 50 % (DL50) des Imiqualines de première génération [211]. La 

DL50 correspond à la quantité de composé administrée en une seule fois qui cause la mort de 

la moitié d'un groupe d'animaux. Les composés ont été administrés par voie intraveineuse 

en utilisant la veine du pénis chez trois rats par dose. Les DL50 obtenues sont de 14,7 mg/kg 

pour l’EAPB0203 et 8 mg/kg pour l’EAPB0503. 

Une étude de toxicité subaiguë a été faite chez le rat à raison d’une administration 

intraveineuse par jour (veine de la queue) de 5 mg/kg pour l’EAPB0203 et de 3 mg/kg pour 

l’EAPB0503 pendant 5 jours. Le traitement a été favorablement toléré pour les deux 

composés. En effet, les rats testés n’ont présenté ni perte de poids ni diminution de la 

consommation en eau ou en aliment par rapport aux rats témoins. Par ailleurs, aucun décès 

ni toxicités hématologiques (recherche d’anémie, de thrombopénie ou de leucopénie) n’ont 

été mis en évidence. L’examen anatomo-pathologique n’a pas permis de révéler d’anomalies 

sur les principaux organes (cœur, foie, reins et cerveau).  

III - 3. Test d’activité in vivo de l’EAPB0203 sur souris xénogreffées par cellules 

cancéreuses M4Be 

 

Une première étude préliminaire a été réalisée sur des souris nude Swiss (souris non 

consanguine possédant un système immunitaire peu sollicité) xénogreffées par une lignée 

de mélanome humain M4Be [211]. Cette étude a permis de comparer deux posologies 

différentes d’EAPB0203 : 5 mg/kg et 20 mg/kg. Après deux semaines de traitement, le 

groupe ayant reçu l’EAPB0203 à la plus forte dose a clairement permis de mettre en 

évidence une meilleure efficacité du traitement reçu (Figure 25). 
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Figure 25. Evolution de la taille de la tumeur en fonction du jour. Activité in vivo de 

l’EAPB0203 à deux posologies différentes : 5 mg/kg (▲ ) et 20 mg/kg (n) chez la souris nude 

SWISS xénogreffée par la lignée de mélanome humain M4Be [211]. 

 

Une deuxième étude préliminaire a été mise en place sur des souris nude Swiss xénogreffées 

par une lignée de mélanome humain M4Be afin de comparer l’efficacité de l’EAPB0203 par 

rapport au traitement de référence (la fotémustine, utilisée en clinique pour le traitement 

des mélanomes métastasés au moment de l’étude) [204,211]. Les souris étaient réparties 

dans trois groupes différents : un groupe de six souris non traitées, un groupe de six souris 

traitées par la fotémustine par voie intrapéritonéale à 20 mg/kg en une prise hebdomadaire 

pendant trois semaines et un groupe de six souris traitées par l’EAPB0203 par voie 

intrapéritonéale à 20 mg/kg en deux prises hebdomadaires pendant trois semaines. Les 

résultats sont présentés dans les figures 26-27.  

 



 

 
86 

 

Figure 26. Evolution de la taille de la tumeur en fonction du jour. Activité in vivo de 

l’EAPB0203 (20 mg/kg : n) chez la souris nude SWISS xénogreffée par la lignée de mélanome 

humain M4Be comparé à la fotémustine (20 mg/kg : l) et au groupe témoin non traité (▲ ) 

[204,211]. 

 

Figure 27. Courbes de survie. Activité in vivo de l’EAPB0203 (20 mg/kg : n) chez la souris 

nude SWISS xénogreffée par la lignée de mélanome humain M4Be comparé à la fotémustine 

(20 mg/kg : l) et au groupe témoin non traité (▲ ) [204,211]. 

 

Au vue des figures 26-27, l’EAPB0203 a présenté une activité antitumorale significativement 

supérieure à celle de la fotémustine. 
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IV - Mécanisme d’action des Imiqualines de première génération 

Comme il a été décrit précédemment, les Imiqualines de première génération présentent 

une analogie structurale avec l’imiquimod (Figure 22). Le mode d’action de cette molécule 

est double : 

- Indirect par modulation de la réponse immunitaire qui entraîne la libération de 

cytokines après fixation sur les récepteurs Toll 7 (TLR7) [214]. 

- Direct par induction de l’apoptose sur les cellules cancéreuses [202,203]. 

Etant donné l’analogie structurale des Imiqualines de première génération avec l’imiquimod, 

ce second mode d’action a particulièrement été investigué.  

 

IV - 1. Induction de l’apoptose 

Des travaux précédents réalisés au laboratoire ont permis de mettre en évidence le mode 

d’action de l’EAPB0203. Ce composé est capable d’inhiber la prolifération cellulaire par 

induction de l’apoptose avec arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M. Ce mode d’action a été 

démontré sur plusieurs lignées cellulaires de leucémie-lymphome à cellules T de l'adulte 

(ATL) à HTLV-I (virus T-lymphotropique humain) positifs (lignées cellulaires HuT-102, MT-2 et 

C91-PL) ou négatifs (lignées cellulaires CEM, Molt-4, Jurkat et HuT-78) pour des 

concentrations d’EAPB0203 de 5 et 10 µM (Figure 28) [215]. Par ailleurs, l’EAPB0203 n’a pas 

présenté d’inhibition de la croissance sur les lymphocytes T sains au repos ou activés pour 

ces mêmes concentrations.  
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Figure 28. Inhibition de croissance des lignées cellulaires d’ATL à HTLV-I positifs (lignées HuT-

102, MT-2 et C91-PL) ou négatifs (lignées CEM, Molt-4, Jurkat et HuT-78) par l’EAPB0203 

[215]. 

Dans toutes les lignées cellulaires testées, l’EAPB0203 a induit une augmentation dose-

dépendante significative des cellules en phase pré-G0/G1, considérée comme des cellules 

apoptotiques [215]. Cette augmentation a été observée à la fois dans les cellules HTLV-I 

négatives et positives. Le traitement par l’EAPB0203 a également induit des changements 

significatifs dans la distribution du cycle cellulaire. En effet, la présence de l’EAPB0203 à une 

concentration de 5 µM provoque une augmentation de 60 % à 85 % du nombre de cellules 

en cycle contre 40 % pour les cellules témoins. Cette augmentation était principalement le 

résultat de l'augmentation du pourcentage de cellules arrêtées aux phases G2/M. Ces 

résultats indiquent que, conjointement à l'induction de l'apoptose, le traitement par 

EAPB0203 induit un arrêt du cycle cellulaire G2/M dans les lymphocytes T malins, ce qui 

contribue probablement aux effets inhibiteurs de la croissance. Par ailleurs, l’EAPB0203  est 

capable d’inhiber la croissance des cellules ATL par diminution des protéines anti-

apoptotiques c-IAP-1 et BCL-XL ; ce qui provoque la libération cytoplasmique du cytochrome 

c, une diminution significative du potentiel de membrane mitochondriale ainsi qu’une 

induction apoptotique caspase-dépendante [215].  

Nous avons ensuite étudié l'effet du traitement par l’EAPB0203 sur les régulateurs de la 

cellule. Le traitement des cellules dérivées d'ATL HuT-102 et MT-2 avec une concentration 
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de 5 µM d’EAPB0203 a entraîné une augmentation significative des niveaux de protéine p21 

et p53. En revanche, dans les cellules HTLV-I-négatives CEM et Jurkat, le traitement par 

l’EAPB0203 n'a eu aucun effet sur la protéine p53, alors que p21 est resté indétectable. Ces 

résultats suggèrent une implication potentielle de la voie p53, dans l'inhibition de la 

croissance induite par l’EAPB0203 des cellules T malignes. 

Des effets similaires ont été observés avec l’EAPB0503 sur des lignées de leucémie myéloïde 

chronique (CML) (Figure 29) [216]. L’EAPB0503 conduit à une induction de l’apoptose sur les 

lignées CML en augmentant la population pré-G0 (Figure 29.A) et en augmentant le 

pourcentage d’ADN fragmenté (Figure 29.B). 

 

Figure 29. Mise en évidence du mode d’action de l’EAPB0503 sur des cellules de lignées 

CML. (A) augmentation de la population Pré-G0. (B) augmentation du pourcentage d’ADN 

fragmenté [216]. 

IV – 2. Inhibition de la polymérisation de la tubuline 

Les Imiqualines de première génération ont démontré leur capacité à inhiber la 

polymérisation de la tubuline par perturbation du réseau de microtubules. Cet effet a été 

mis en évidence en présence de tubuline purifié et de composés à des concentrations de 5 et 

10 µM (Figure 30) [216]. La colchicine, un inhibiteur connu comme agent antitubuline 

naturel, a été utilisée comme référence. 
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Figure 30. Inhibition de la polymérisation de tubulines purifiées par l’EAPB0203 et 

l’EAPB0503 comparé à l’Imiquimod et à la colchicine pour des concentrations de 5 et 10µM. 

Les Imiqualines de première génération induisent une polymérisation différente de celle de 

la colchicine de la tubuline dite en « forme bouclée » (Figure 31). 

 

Figure 31. Immunofluorescence sur les cellules A375 à l’aide des anticorps anti-tubuline. (A) 

Control (B) EAPB0203 (3.14 μM) (C) EAPB0503 (0.20μM) (D) Colchicine 1μM. 

 

Par ailleurs, l’EAPB0503 concentré à 5 µM a démontré une haute efficacité pour inhiber 

l'assemblage de tubuline avec un pourcentage d'inhibition de 84 % ; soit une puissance 

d'inhibition significativement plus élevée que la colchicine qui démontrait un pourcentage 

d'inhibition de 52 %.  
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IV - 3. Action sur les protéines kinases 

Un criblage sur un panel de 196 protéines kinases a été réalisé afin de mettre en évidence 

une interaction potentielle avec l’EAPB0203 et l’EAPB0503. Celui-ci n’a pas permis de 

conclure à une action des Imiqualines de première génération sur une cible composée d’une 

protéine kinase aux concentrations testées (Figure 32).   

 

Figure 32. Profil d’inhibition de l’EAPB0203 et de l’EAPB0503 sur un panel de 196 protéines 

kinases (Screening CEREP). 

Par ailleurs, notre équipe a également démontré que les Imiqualines de première génération 

étaient capable d’inhiber les enzymes phosphodiestérases nucléotides cycliques de type 4 

[207]. Ces composés entraînent une augmentation du taux d’AMP cyclique intracellulaire 

ainsi qu’une activation de la voie p38 MAPK et une inhibition de la voie PI3K [217].  

La recherche des cibles moléculaires, afin d’identifier le ou les mécanismes d’action exacts 

des Imiqualines de première génération est encore à l’heure actuelle en cours d’étude.
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V – Partie expérimentale : étude galénique de l’EAPB0503 

V - 1. Objectifs de l’étude 

Dans le cadre d’un développement préclinique pharmaceutique, les composés synthétisés 

doivent posséder une bonne balance lipophilie/hydrophilie. Les Imiqualines de première 

génération présentent des solubilités en milieux aqueux particulièrement faibles, avec des 

coefficients de partage octanol/eau (log P) de 3,67 pour l’EAPB0203 et de 2,85 pour 

l’EAPB0503 (valeurs théoriques grâce aux méthodes de fragmentation disponibles sur le 

logiciel ACDLabs®). La lipophilie, illustrée par le log P, est une propriété physicochimique des 

médicaments qui affecte de nombreux mécanismes biologiques, notamment l'absorption et 

la distribution (absorption, liaison protéique plasmatique et pénétration membranaire) 

[218]. Ce paramètre peut également être corrélé à la solubilité, au métabolisme et à la 

toxicité [219,220]. Dans un processus de développement de médicaments, les composés 

doivent être suffisamment lipophiles pour permettre un passage transmembranaire et en 

même temps être suffisamment solubles dans l'eau pour atteindre leurs cibles. Par 

conséquent, une mauvaise solubilité dans l'eau est une cause fréquente de rejet au cours du 

développement [221]. Lors des études in vivo préalablement réalisées par notre équipe, les 

contraintes de solubilité des Imiqualines de première génération ont été contournées en 

utilisant des formulations contenant à la fois de l’intralipide et du DMSO afin de favoriser la 

solubilisation des composés (Tableau 11). Cependant, l’utilisation du DMSO est réputée 

depuis de nombreuses années pour générer une importante toxicité [222]. 

Etudes (composé testé) Formulation (Voie d’administration) 

Pharmacocinétique 

rat sprague-Dawley 
(EAPB0203 et EAPB0503) 

DMSO pur (IP et IV) 

[210,211] 

Toxicité aiguë 

rat Sprague-Dawley (EAPB0203) 
DMSO pur (IV) 

[204,211] 

Toxicité subaiguë 

rat Sprague-Dawley (EAPB0203) 
DMSO pur (IV) 

[204,211] 

Activité  
souris femelle Swiss nude (EAPB0203) 

DMSO/intralipide; 50:50, v/v (IP) 

[204,211] 

Tableau 11. : Formulations utilisées pour les études in vivo des Imiqualines de première 

génération. 
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L’objectif de cette étude de formulation galénique de l’EAPB0503 a été de développer une 

formulation permettant d’augmenter sa solubilité dans les milieux aqueux et qui soit mieux 

tolérée par les animaux en utilisant uniquement des excipients non toxiques. Cette 

formulation devait également permettre de préserver les capacités antitumorales de notre 

composé et ainsi permettre de réaliser ensuite une étude d’efficacité in vivo de l’EAPB0503 

dans de meilleures conditions. Pour cela, nous avons étudié plusieurs formulations 

galéniques possibles. Parmi celles-ci, nous avons retenu la formulation sous forme de 

nanocapsules lipidiques. Cette forme galénique présente de nombreux avantages : une 

stabilité sur plusieurs mois (18 mois 4°C, plus d’un mois à 37°C), une dispersion de taille 

homogène, une absence de solvant, une proportion faible de tensio-actifs, plusieurs voies 

d’administration possibles (voies orales, intraveineuses, intrapéritonéale…) ainsi qu’une 

accumulation tumorale due à la présence de polyéthylèneglycol (PEG) [223]. Ce type de 

vectorisation comporte plusieurs intérêts : l’augmentation de l’efficacité au site d’action, 

l’augmentation de l’index thérapeutique et également la diminution des effets secondaires.  

Ces travaux ont été réalisés en collaboration avec le laboratoire des Matériaux Avancés pour 

la Catalyse et la Santé (MACS) de l’Institut Charles Gerhardt de Montpellier (ICGM) sous 

l’encadrement du Docteur Anne Aubert Pouëssel et du Docteur Sylvie Bégu. Pour réaliser 

notre étude, nous nous sommes basés sur des travaux réalisés par l’équipe du professeur 

Benoit de l’université d’Angers. Le procédé de fabrication développé repose sur le principe 

d’inversion de phase [223]. Les nanocapsules lipidiques sont constitués d’un cœur lipophile 

composé de Labrafac® WL 139 (Gattefossé) dans lequel l’EAPB0503 est préalablement 

dissous (Figure 33). Autour de ce cœur huileux, un mélange de surfactants permet d’obtenir 

une couronne de PEG à l’interface phase aqueuse/phase huileuse.  

 

Figure 33. Structure d’une nanocapsule obtenue avec le procédé basé sur l’inversion de 

phase [223]. 
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V - 2. Résultats 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l’article 1 “Lipid nanocapsules formulation 

and cellular activities evaluation of a promising anticancer agent: EAPB0503” publié par la 

revue International Journal of Pharmaceutical Investigation, le 11 Décembre 2017. 

 

V – 3. Discussion 

Cette étude nous a permis de mettre au point deux formulations de l’EAPB0503 sous forme 

de nanocapsules lipidiques. Ces formulations présentent des tailles homogènes de 111,7 ± 

0,9 nm et de 116,5 nm avec des index de polydispersité inférieurs à 0,1 pour les formulations 

chargées à 1,7 ± 0,1 mg/mL (formulation basse) et 8,2 mg/mL (formulation haute) 

respectivement. La stabilité de la formulation basse a été testée sur une période de quatre 

semaines dans trois conditions de températures différentes (4°C, 20°C et 37°C). Sur cette 

période testée, la formulation est stable avec des particules de tailles qui ne varient pas par 

rapport à la composition initiale. La mise au point de cette formulation est réalisée avec un 

procédé simple et des composants reconnus pour leur absence de toxicité. Cette 

formulation a également été évaluée en termes de conservation de l’activité cytotoxique sur 

trois lignées cellulaires cancéreuses humaines (A375, MCF7 et LS174T ; lignées cellulaires de 

mélanome, de cancer du sein et de cancer du côlon respectivement). L’activité cytotoxique 

de l’EAPB0503 n’est pas perturbée du fait de la formulation sous forme de nanocapsules 

lipidiques (comparaison par rapport à des solutions d’EAPB0503 dans du DMSO). Ces 

résultats encourageants nous permettent d’améliorer sensiblement la solubilité apparente 

de l’EAPB0503 et donc d’envisager de meilleurs résultats d’efficacité lors d’études in vivo à 

venir.  
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VI. Article 1 : “Lipid nanocapsules formulation and cellular activities evaluation of 

a promising  anticancer agent: EAPB0503.” 

 

Publication acceptée par la revue International Journal of Pharmaceutical Investigation, le 11 

Décembre 2017.
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CHAPITRE 3 

Les imidazoquinoxalines de deuxième génération 
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CHAPITRE 3 - Les imidazoquinoxalines de deuxième génération 

 

Les Imiqualines de deuxième génération vont être présentées dans ce chapitre. Nous 

verrons dans une première partie la synthèse spécifique de chacun des composés leaders ; à 

savoir l’EAPB02303 et l’EAPB02302. La structure de ces composés diffère sur la position 4 : 

pour l’EAPB02303, on retrouve un groupement N-méthyl (déjà présent sur les leaders de 

première génération) et pour l’EAPB02302, on trouve une fonction amine primaire (Figure 

34). Nous développerons ensuite les activités in vitro et la recherche des cibles moléculaires 

de ces composés dans un second temps. L’activité cytotoxique de ces composés a été 

évaluée sur un panel de lignées cellulaires cancéreuses humaines de différentes origines : 

mélanome, cancers du pancréas, du côlon, du poumon, de la prostate, du sein, du foie et sur 

lignée lymphoïde. Les composés de seconde génération présentent une activité cytotoxique 

in vitro de l’ordre de la dizaine de nanomolaire sur plusieurs lignées cellulaires et en 

particulier sur la lignée cellulaire humaine de mélanome A375. Cette étude confirme le fort 

potentiel de cette famille chimique en tant qu’agent anticancéreux sur des cancers 

d’organes variés. De façon particulièrement intéressante, le composé EAPB02303 montre 

une activité apparemment sélective sur plusieurs lignées de cellules de cancer du pancréas. 

Dans une troisième partie, nous évoquerons les pistes en cours d’étude afin de déterminer 

le mécanisme d’action de ces nouveaux composés. Enfin dans une quatrième partie, nous 

présenterons les travaux de modulation chimique que nous avons réalisée sur les 

Imiqualines de seconde génération. 

 
Figure 34. Structure chimique des Imiqualines leaders de deuxième génération. 
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I - Synthèse chimique 

I - 1. Synthèse développée au laboratoire 

I - 1.1. Le composé EAPB02303 

Le composé EAPB02303 a été préparé selon la stratégie décrite au laboratoire (Schéma 15). 

L’acide 2-imidazole carboxylique (composé 18) en présence de chlorure de thionyle se 

condense sur lui-même pour former le dimère diimidazo[1,2-a ;1,2-d]pyrazine-5,10-dione 

19. L’ortho-fluoroaniline réagit avec ce dernier en présence de bis(triméthylsilyl)amidure de 

sodium (NaHMDS) dans le tétrahydrofurane (THF) pour obtenir le N-(2-fluorophényl)-1H-

imidazole-2-carboxamide 20. La cyclisation intramoléculaire de cet intermédiaire fluoré se 

fait en présence d’hydrure de sodium dans le diméthylacétamide. La position 4 du composé 

cyclisé imidazo[1,2-a]quinoxalin-4(5H)-one 21 est ensuite chlorée à l’aide de trichlorure de 

phosphoryle dans la N,N-diméthylaniline sous l’action des micro-ondes. La méthylamine 

substitue le chlore de l’intermédiaire 4-chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 22 pour donner le 

composé N-méthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine 23. Cet intermédiaire est ensuite 

bromé sur la position 1 par le N-bromosuccinimide dans le chloroforme. Le composé 1-

bromo-N-méthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-amine 24 ainsi formé est couplé à l’acide 3,4-

diméthoxyphénylboronique via une réaction de Suzuki en présence de tetrakis 

(triphénylphosphine) de palladium (0), de carbonate de sodium dans un mélange 

eau/éthylène glycol diméthyléther (1/2). La dernière étape consiste en la déprotection des 

alcools de l’intermédiaire 1-(3,4-diméthoxyphényl)-N-méthylimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-

amine 25 pour donner le composé final EAPB02303 (4-(4-(méthylamino)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-1-yl)benzène-1,2-diol) 26. Les conditions utilisées au laboratoire pour réaliser 

cette étape de déprotection étaient initialement l’utilisation d’iodocyclohexane dans du 

diméthylformamide (DMF) anhydre aux microondes à 200°C pendant 1h20. Durant mes 

travaux de thèse, cette dernière étape a été sujette à modification compte tenu du danger 

présenté par l’utilisation d’iodocyclohexane aux micro-ondes (risque d’explosion). 

L’optimisation de cette étape sera détaillée dans ce chapitre. 
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Schéma 15. Synthèse du composé EAPB02303. 

 

 

I – 1.2. Le composé EAPB02302 

Le composé EAPB02302 (composé 30) a été préparé selon la synthèse décrite dans le 

schéma 16. Le chlore du composé 22 est substitué par l’ammoniac aqueux dans l’acétonitrile 

sous l’action des micro-ondes pour donner le composé 27. L’intermédiaire 27 est ensuite 



 

 
109 

bromé sur la position 1 par le N-bromosuccinimide dans le chloroforme. Le composé 28 et 

l’acide 3,4-diméthoxyphénylboronique sont couplés via une réaction de Suzuki en présence 

de tetrakis (triphénylphosphine) de palladium (0), de carbonate de sodium dans un mélange 

eau/éthylène glycol diméthyléther (1/2). La dernière étape consiste en la déprotection des 

alcools de l’intermédiaire 29 pour donner le composé final EAPB02302 4-(4-

aminoimidazo[1,2-a]quinoxalin-1-yl)benzène-1,2-diol (30). Comme pour la synthèse de 

l’EAPB02303, cette étape a été sujette à modification. La balance hydrophile/hydrophobe de 

l’EAPB02302 étant particulière, le traitement et la purification ne sont pas aisés. Le produit 

attendu est à la fois miscible en phase aqueuse et en phase organique, et est assez polaire 

pour être retenu sur silice lors des purifications flash. Pour essayer de limiter les problèmes 

rencontrés lors de cette synthèse à grande échelle, un autre système de purification et une 

autre technique de préparation de ce produit final devront être envisagés. 

 

Schéma 16. Synthèse du composé EAPB02302. 

 

I – 2. Etape limitante et optimisation des conditions opératoires 

Les conditions initialement utilisées pour l’étape finale de déméthylation posent des 

problèmes de surpression dans les réacteurs microonde. De plus, le rendement de cette 
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étape n’est pas très élevé (moins de 20 %). Nous avons travaillé à optimiser cette étape afin 

d’augmenter le rendement global de la synthèse des composés de deuxième génération. 

Une étude bibliographique a été effectuée dans le but de trouver des conditions moins 

problématiques, plus douces et permettant de garder la sélectivité au niveau des alcools. 

Greene et al. décrivent plusieurs méthodes de clivage des alcools méthyliques [224]. Les 

conditions les plus communes emploient des dérivés du bore comme agent déméthylant. 

Spadoni, G. et al. utilisent par exemple le tribromure de bore (BBr3) dans le dichlorométhane 

[225,226]. Ces conditions sont les plus récurrentes dans la littérature car elles donnent 

généralement de bons rendements et sont compatibles avec une grande variété de 

structures et fonctions chimiques. Perspicace, E. et al. utilisent le complexe trifluorure de 

bore-diméthyl sulfide (BF3-SMe2) en présence [227] ou non [228] de triéthylamine (TEA) 

dans le dichlorométhane. Ainsi, des essais de déméthylation sur 100 mg de composé 25 ont 

été tentés en se basant sur ces données bibliographiques : 

1. BBr3 (2 équivalents par groupement O-méthyl), dans le dichlorométhane. 

2. BF3-SMe2 (6 équivalents par groupement O-méthyl), dans le dichlorométhane. 

3. BBr3 2 équivalents par groupement O-méthyl), TEA (6 équivalents par groupement O-

méthyl), dans le dichlorométhane. 

4. BF3-SMe2 (6 équivalents par groupement O-méthyl), TEA (6 équivalents par 

groupement O-méthyl), dans le dichlorométhane. 

Après 2 heures d’agitation à température ambiante, on constate que les conditions 1 

permettent d’obtenir le produit attendu de façon majoritaire. Après lavages basiques et 

purification par colonne de silice, le produit 26 est obtenu avec un rendement de 56 %. Les 

autres produits obtenus correspondent à une déprotection partielle des groupements O-

méthyles portés par le cycle phényle.  

Les conditions 2 permettent d’obtenir le produit souhaité, mais la réaction semble être plus 

lente, des intermédiaires sont observés et il reste du réactif de départ. Les conditions 3 

permettent d’obtenir le produit attendu mais de façon minoritaire. Une dégradation du 

réactif et/ou des produits formés semble être à l’origine du faible rendement. Aucune 

réaction n’a lieu avec les conditions 4, seul le produit de départ 25 est observé. Après 24 

heures d’agitation à température ambiante, les résultats restent inchangés. Ainsi les 
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conditions de déméthylation retenues correspondent à l’utilisation de BBr3 (2 équivalents 

par groupement O-méthyl) dans le dichlorométhane à température ambiante pendant 2 

heures (Schéma 17). 

 
Schéma 17. Conditions optimisées pour l’étape de déméthylation finale. 

 

Afin d’optimiser plus encore cette étape de déprotection, nous avons testé la déméthylation 

de l’acide boronique préalablement à la réaction de couplage de Suzuki-Miyaura. Pour ce 

faire, l’acide 3,4-diméthoxyphénylboronique réagit avec 2 équivalents par groupement O-

méthyl dans le dichlorométhane. Cette réaction permet d’obtenir l’acide 3,4-

dihydroxyphénylboronique avec un rendement de 84 % (Schéma 18).  

 

Schéma 18. Etape de déprotection de l’acide boronique. 

 

Ensuite, le couplage du dérivé bromé avec l’acide 3,4-dihydroxyphénylboronique via une 

réaction de couplage de Suzuki-Miyaura en présence de tetrakis (triphénylphosphine) de 

palladium (0), de carbonate de sodium dans un mélange eau/éthylène glycol diméthyléther 

(1/2) est réalisé (Schéma 19) avec un rendement supérieur à 30 %. 

 
Schéma 19. Couplage de Suzuki-Miyaura avec un acide boronique préalablement déprotégé.
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II - Activité antitumorale in vitro 

L’activité cytotoxique de ces composés a été évaluée sur un panel de lignées cellulaires 

cancéreuses humaines de différentes origines (Tableau 12). Les composés de seconde 

génération présentent une activité cytotoxique in vitro de l’ordre de la dizaine de 

nanomolaire sur plusieurs lignées cellulaires et en en particulier sur la lignée cellulaire 

humaine de mélanome A375.  

Cette étude confirme le fort potentiel des composés en tant qu’anticancéreux sur des 

cancers d’organes variés. Les composés de seconde génération ont une activité de six 

(EAPB02302) à quarante fois (EAPB02303) supérieure à celle du meilleur composé de 

première génération (EAPB0503) sur la lignée de mélanome A375. De façon 

particulièrement intéressante, les composés montrent une activité apparemment sélective 

sur plusieurs lignées cellulaires de cancers du pancréas (Tableau 12). En outre, de telles 

données in vitro sont particulièrement précieuses dans le cadre de l’approche du mécanisme 

d’action. En effet, une sélectivité d’activité (IC50 de 12 nM contre 957 nM sur 2 lignées 

différentes : CFPAC-1 et AsPC-1 pour l’EAPB02303) est un indicateur particulièrement 

prometteur pour l’identification de marqueurs de voies de signalisation cellulaire impactées 

par les composés. 

 

 CI 50 (nM) 

 Mélanome 

A375 

Pancréas 

CFPAC-1 

Pancréas 

AsPC-1 

Colon 

COLO-205 

Poumon 

Calu-1 

Prostate 

PC-3 

Sein 

T-47D 

Lymphome 

PF382 

EAPB0503 383 598 2799 201 196 537 198 205 

EAPB02302 60 67 1818 44 14 56 78 29 

EAPB02303 10 12 957 38 4 12 13 7 

Tableau 12. CI50 (nM) de l’EAPB02302, de l’EAPB02303 ainsi que l’EAPB0503 sur différentes 

lignées cancéreuses. 
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III - Mécanisme d’action 

Plusieurs études sont menées au laboratoire pour définir le mécanisme d’action des 

Imiqualines de deuxième génération, les voies de signalisation impactées par ces molécules 

ainsi que leur(s) cible(s) biologique(s). Les pistes étudiées sont, entre autres, l’analyse 

transcriptomique de cellules traitées par les composés leaders, l’angiogénèse, le profil 

kinases, l’activité apoptotique... Les études menées pour définir le profil d’activité 

permettent d’identifier des caractéristiques tout à fait originales, qui ne ressemblent pas à 

celles d’un anticancéreux connu. Quelques résultats vont être présentés dans ce chapitre 

mais d’autres sont pour l’instant soumis à confidentialité. 

Le mécanisme exact des molécules développées est encore en cours d’étude et permettra 

de définir s’il s’agit d’un mode d’action unique ou multiple. 

III - 1. Absence de liaison à la tubuline de l’EAPB02303 

Une étude de l’effet de l’EAPB02303 sur la polymérisation de tubuline purifiée a été réalisée 

[7]. Pour cela, des préparations de tubuline purifiée à partir de cerveaux de porc ont été 

préparées selon le procédé de purification décrit par Williams et Lee en 1982 [229]. La 

polymérisation de la tubuline a été suivie par turbidimétrie avec un spectrophotomètre à 

350 nm équipé d'un porte cuve à chemise thermique. Les résultats de cette étude 

permettant la comparaison entre l’EAPB02303, l’EAPB0503 et le BMS-345541 (analogue 

structural n’ayant pas d’activité d’inhibition de la polymérisation de la tubuline [230]) sont 

présentés dans la figure 35. 
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Figure 35. Mise en évidence de l’absence de liaison significative de l’EAPB02303 sur la 

tubuline purifiée. 

 

 

Au vu des résultats de cette étude, l'augmentation de la puissance de l’EAPB02303 par 

rapport à l’EAPB0503 n’est pas due à une activité par inhibition de la polymérisation de la 

tubuline.  

 

Par ailleurs, une étude de modélisation a permis de mettre en avant l’absence d’interaction 

entre l’EAPB02303 et la tubuline au niveau du site d’action de la colchicine ; contrairement à 

l’EAPB0503 (Figure 36). 
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Figure 36. Modélisation de l’interaction avec la tubuline sur le site d’action de la colchicine. 

Présence d’une interaction pour l’EAPB0503 mais pas pour l’EAPB02303. 

III - 2. Analyse transcriptomique 

L’analyse transcriptomique permet de calculer les différences entre les composés analysés 

pris deux à deux et à convertir ces distances en « dendrogrammes synthétiques » 

représentés sous la forme d’un arbre. Ainsi, les dendrogrammes obtenu sur des cellules de 

mélanome humain A375 après traitement par les Imiqualines et des anticancéreux 

classiques permettent de mettre en évidence les relations entre les profils d’expression et 

donc de définir trois différents groupes de composés dans cette étude (Figure 37) :  

- un premier groupe de composés ne présentant pas d’effet. Ceci peut être dû à une 

concentration trop faible ou à un effet tardif non détecté après les six heures d’étude. On 

retrouve la dacarbazine, la fluorouracile, la fotémustine, le méthotrexate, l’imiquimod et le 

paclitaxel. 

- un second groupe de composés actifs sur la tubuline : la colchicine, la vinorelbine, la 

maytansine et les Imiqualines de première génération (dont l’EAPB0203 et l’EAPB0503). 

- un troisième groupe que l’on considérera comme atypique ayant des effets contrastés au 

niveau du transcriptome. On retrouve le vémurafénib, le BMS-345541, la doxorubicine, le 

SN38 et l’EAPB02303.  
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Figure 37. Analyse transcriptomique comparative par « dendrogrammes synthétiques » 

entre les Imiqualines et les anticancéreux classiques. 

 

Cette étude transcriptomique réalisée sur des cellules de mélanome humain A375 traitées 

par les Imiqualines et des anticancéreux classiques montre que l’EAPB02303 présente un 

mécanisme d’action original différent des autres anticancéreux testés.  

Ces données suggèrent fortement la présence d’un mécanisme d’action innovant pour 

l’EAPB02303. 
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EAPB02903
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Colchicine
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Control
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Dacarbazine
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III - 3. Recherche de la cible d’action par chromatographie d’affinité 

III – 3.1 Objectif et principe de l’étude 

Au cours du développement préclinique de certains composés, lorsque les cibles 

moléculaires directes de composés biologiquement actifs sont inconnues, une méthode 

d’approche possible consiste à utiliser la chromatographie d’affinité. La capacité des 

protéines à se fixer spécifiquement à d’autres molécules sans faire intervenir de liaisons 

covalentes est le fondement de cette technique. Les ligands (molécule analogue à 

l’EAPB02303 dans notre étude) sont greffés par liaisons covalentes à la résine de la colonne. 

Une colonne d’affinité retient uniquement la ou les protéines qui se fixent au ligand. Les 

autres protéines, quelle que soit leur masse ou leur taille, traversent la colonne sans s’y fixer 

lors des cycles de lavage. Les complexes ligand-protéine sont ensuite élués par l’utilisation 

d’une solution saline tamponnée. 

Ainsi, en pratique, une chromatographie d'affinité comporte généralement plusieurs étapes : 

le couplage covalent du ligand sur la résine, l'adsorption de la ou des protéines d'intérêt par 

liaison non covalente avec le ligand, l'élimination des protéines contaminantes (non liées au 

ligand), et finalement la désorption des protéines d’intérêt (Figure 38). Les protéines ainsi 

obtenues seront analysées par spectrométrie de masse via le séquençage de séquences 

peptidiques dans l’objectif d’identifier la ou les protéines entières.
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Figure 38. Principes généraux de la chromatographie d’affinité [231]. 

Dans le cas de notre étude, nous n’avons aucune connaissance du motif minimal du ligand 

potentiellement reconnaissable par la ou les cibles protéiques. Après une étude de Relation 

Structure-Activité (RSA), nous avons pu déterminer que le greffage de l’EAPB02303 sur le 

linker de la résine d’agarose était possible (Figure 39) sans perdre l’activité cytotoxique 

(données en cours de publication) donc sans perdre l’interaction avec la ou les cible(s) 

protéique(s). La résine est composée d’agarose réticulée et perlée (polymère 

polysaccharidique extrait d'algues). La nature de la fonction présente sur le linker de la 

résine déterminera le groupement chimique à introduire sur le composé analogue à 

l’EAPB02303. Ce groupement permettra la liaison covalente ente la résine et la molécule via 

le linker. 
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Figure 39. Exemple de groupes fonctionnels réactifs utilisables en chromatographie 
d’affinité.  

III – 3.1 Travaux réalisés et premiers résultats 

La détermination de la cible d’EAPB02303 est en cours de réalisation via une approche 

d’interactions protéiques utilisant la technique de chromatographie d’affinité. Nous avons 

greffé un dérivé du composé EAPB02303 par un bras espaceur (linker) fixé sur une colonne 

d’agarose (Schéma 20). Les résultats de cette étude n’étant pas encore publiés, nous ne 

préciserons pas la position de fixation du linker sur l’EAPB02303. La matrice utilisée est 

composé de billes d'agarose fortement réticulées avec un bras espaceur contenant 10 

atomes attachés à la matrice par l'épichlorhydrine et activés par le N-hydroxysuccinimide. 

Une colonne de sépharose NHS greffée avec le linker et une colonne non greffée sont 

utilisées en contrôle.  
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Schéma 20. Greffage d’un dérivé du composé EAPB02303 par un linker fixé sur une colonne 

d’agarose. 

Une solution de protéine totale, issue d’une culture de la lignée cellulaire de mélanome 

malin A375, a été réalisée par lyse cellulaire grâce à des inhibiteurs de protéases. Cette 

solution protéique, dialysée contre du tampon phosphate salin (PBS), nous a permis de 

réaliser des chromatographies d’affinité par Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) 

(Figure 40). Après lavage des colonnes, les protéines fixées sur les colonnes sont éluées par 

du PBS contenant 1 % de détergent (laurylsulfate de sodium). 

 

Après concentration et vérification par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 

présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE), les fractions d’élutions sont envoyées à 

la plateforme de spectrométrie (Functional Proteomics Platform, IGF, UMR 5203 CNRS - 

INSERM U1191 - Université de Montpellier) pour analyse en chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS). 
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Figure 40. Détermination des cibles d’EAPB02303 par chromatographie d’affinité. Les 
détecteurs UV en sortie de colonne renseignent la composition des solutions éluées. En 
bleu : la fluorescence à 280 nm informe sur la quantité de protéine dans le milieu. En 
marron : la conductivité du milieu nous informe sur la composition de la solution en sortie 
de colonne. Les éluâts de la colonne sont récupérés par fraction de 500µl. 

 

Les résultats fournis, en cours d’analyse, nous montre que 1 148 protéines se fixent sur la 

colonne portant l’analogue de l’EAPB02303. On remarque également que 1 063 protéines se 

fixent sur la colonne portant uniquement le linker alors que 413 protéines se fixent sur la 

colonne n’ayant pas subi de greffage (Figure 41). Des analyses statistiques vont nous 

permettre de connaitre le nombre de protéines se fixant de manière spécifique à l’analogue 

de l’EAPB02303. 
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Figure 41. Résultats préliminaires de l’étude par chromatographie d’affinité. En vert : 
l’analogue de l’EAPB02303 greffé sur la matrice d’agarose (AFF-F3). En bleu : le linker seul 
greffé sur la matrice (CL-F2). En rose : contrôle négatif en l’absence de greffage sur la 

matrice (CC-F1). 

 

L’analyse plus poussée des données et résultats obtenus lors de cet essai préliminaire permettra 

d’établir un protocole de chromatographie d’affinité optimisé afin d’affiner la détermination des 

cibles protéiques. Ce protocole va être mis en œuvre très prochainement. 
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IV – Modulation chimique des Imiqualines de deuxième génération en position 4 

IV - 1. Objectifs de l’étude 

La modulation chimique des imidazoquinoxalines de deuxième génération a été réalisée par 

l’introduction d’un résidu acide aminé en position 4. Celle-ci répond à plusieurs 

problématiques soulevées par le développement des Imiqualines : l’exemplification du brevet 

de sélection [7], la mise en évidence de l’importance du substituant en position 4 mais 

également l’amélioration de l’hydrosolubilité des composés. Comme nous l’avions décrit dans 

le chapitre 2 à propos des Imiqualines de première génération ; une mauvaise solubilité dans 

l'eau peut être une cause de rejet au cours du développement pharmaceutique. Les 

Imiqualines de deuxième génération présentent des solubilités dans l’eau plus grande que les 

molécules de première génération. La présence d’un groupement catéchol en position 1 

(deux groupements hydroxyles en ortho porté par un cycle aromatique) permet une 

amélioration de la solubilité en milieu aqueux des composés de deuxième génération par 

rapport aux composés de première génération. En effet, nous avons estimé les propriétés de 

lipophilie et d'hydrophilicité de tous les composés en prédisant leur log P et leurs valeurs 

théoriques de solubilité dans l'eau grâce aux méthodes de fragmentation disponibles sur le 

logiciel ACDLabs® (Tableau 13). Ces valeurs calculées sont purement théoriques mais 

donnent une bonne estimation de ce que pourrait être la solubilité des composés dans la 

circulation sanguine (pH 7,4).  

Tableau 13. Log P et solubilité théorique en milieu aqueux à pH 7,4 des Imiqualines leaders 

calculés par le logiciel ChemDraw®. 

Cette approche est utilisée dans l'industrie pharmaceutique pour le criblage de nouveaux 

composés [232]. Nous constatons en effet une amélioration des solubilités des nouveaux 

composés. Cependant, cette amélioration n’est pas encore suffisante. Afin d’optimiser plus 

encore cette hausse de la solubilité en milieu aqueux, nous avons décidé d’entreprendre une 

étude de modulation chimique des Imiqualines de deuxième génération en position 4 par le 

greffage d’acides aminés. 

Composé EAPB0203 EAPB0503 EAPB02303 EAPB02302 

Log P 3,67 2,85 2,2 1,9 

Solubilité théorique en mg/mL (pH=7,4) 3,46.10-3 2,60.10-3 4,28.10-2 1,74.10-2 
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IV - 2. Tavaux réalisés et résultats 

IV - 2.1. Stratégie 

L'impact de l'introduction de divers acides aminés sur la position 4 de l'hétérocycle a été 

étudié à la fois sur l'activité biologique et sur les propriétés physico-chimiques (Figure 42). 

Une telle approche pour augmenter la solubilité, qui reste un facteur clé pour le 

développement pharmaceutique potentiel, a déjà été décrite dans la littérature [233]. Nous 

présentons ici la synthèse de nouveaux composés imidazo[1,2-a]quinoxaliniques décorés 

d'un panel d'acides aminés et leur évaluation in vitro sur la lignée cellulaire de mélanome 

humain A375. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42. Objectifs de la modulation chimique des imidazoquinoxalines de deuxième 

génération en position 4. 

Les acides aminés possèdent deux groupes fonctionnels : l’amine nucléophile, qui est 

capable de s’additionner sur l’intermédiaire chloré par substitution nucléophile du chlore, et 

l’acide carboxylique, qui permettra d’améliorer l’hydrophilie générale du composé résultant.  

L’addition sur l’intermédiaire chloré pourra également se faire par une amine issue de la 

chaine latérale de l’acide aminé. 

Préservation de l’activité 

cytotoxique sur lignée de 

mélanome A375 

Augmentation significative 

de la solubilité théorique  

dans l’eau 



 

 
125 

IV - 2.2. Acides aminés utilisés 

Pour obtenir une quantité suffisante de composé final, chaque synthèse débute en utilisant 

500 mg de dérivé chloré. Les acides aminés (AA) que nous avons utilisés sont résumés dans 

le tableau 14. Des groupements protecteurs (GP) sont utilisés pour les fonctions réactives 

que nous souhaitons bloquer. La nomenclature des groupements protecteurs sur les acides 

aminés est décrite dans la figure 43. 

 

 

Figure 43. Nomenclature des groupements protecteurs sur les acides aminés. 

Acide aminé Masse exacte Equivalents utilisés 

HGlycineOtBu   HCl 167,64 2 

HAlanineOtBu   HCl 181,66 3 

HValineOtBu     HCl 209,72 4 

HLeucineOtBu  HCl 223,74 4 

HLysine(BOC)OtBu   HCl 238,88 3 

BOC-OrnithineOtBu  HCl 324,85 3 

HArginine(Pbf)OtBu HCl 477,03  3 

HOrnithine(Z)OtBu  HCl 358,87 3 

Tableau 14. Acides aminés utilisés : protections, masses exactes et équivalences utilisées. 

Les groupements protecteurs utilisés sont présentés dans le tableau 15 : 

BOC: tert-ButOxyCarbonyle 

 

OtBu: O-tertButyle 

 

Pbf: 2,2,4,6,7-pentaméthyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl

 

    Z (CBZ) : Carboxybenzyle 

       
Tableau 15. Groupements protecteurs utilisés : forme chimique et masse exacte. 

 

GPAA(GP)GP 
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IV – 2.3. Résultats 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l’article 2 “Development of new 

imidazo[1,2-a]quinoxalines derivatives against melanoma: grafting with amino acids to 

enhance water solubility” soumise à la revue Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, le 20 

Juin 2018. 

IV – 3. Discussion 

Cette étude de modulation des Imiqualines de deuxième génération nous a permis de 

synthétiser une collection de nouveaux composés greffés par un résidu acide aminé en 

position 4. Parmi ces composés, certains présentent des activités cytotoxiques du même 

ordre de grandeur que celles des Imiqualines de première génération. Pour l’ensemble de ces 

composés, les solubilités théoriques en milieu aqueux obtenues sont nettement supérieures à 

celles des Imiqualines leaders.  

Par ailleurs, cette étude met en évidence l’importance du substituant en position 1. En effet, 

un groupement pyrocatéchol en position 1 semble primordial pour maintenir l’activité 

cytotoxique des composés sur la lignée cellulaire de mélanome testée. Sur la position 4, la 

nature du substituant n’influe que très peu l’activité biologique. De grandes modifications 

entre l’EAPB02302, qui n'a qu'une amine primaire en position 4, et les nouveaux composés 

portant un résidu d'acide aminé complet, ne modifient pas significativement l'activité, qui 

reste similaire aux composés de première génération. Cependant, ces modulations 

permettent d'augmenter significativement la solubilité théorique dans l'eau. 

Ces résultats encourageants obtenus sur la lignée cellulaire représentative du mélanome 

A375 nous incitent à poursuivre l'étude in vivo sur des souris xénogreffées. Avant cela, une 

étude de métabolisme des nouveaux composés les plus actifs va être mise en place. Celle-ci 

aura pour objectif de déterminer le comportement in vitro des composés en présence 

d’enzymes du métabolisme (utilisation pour cela de lysats de microsomes hépatiques). Le 

clivage de l’acide aminé greffé pourrait permettre la libération de métabolites selon la 

réaction proposée dans la figure 44. Cette réaction pourrait permettre de libérer 

l’EAPB02302 suite à une réaction de clivage par certaines enzymes telles que les peptidases. 

Cela pourrait permettre d’administrer, dans des études in vivo à prévoir, l’EAPB02302 sous 

forme de prodrogue et ainsi s’affranchir de problème de faible solubilité de ce composé. 
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Figure 44. Perspectives d’étude des nouveaux composés synthétisés présentant un acide 

aminé greffé en position 4 : étude du clivage de cette fonction et dosage par LC-ESI-MS/MS 

du composé obtenu après clivage. 
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V.  Article 2: “Development of new imidazo[1,2-a]quinoxalines derivatives against 

melanoma: grafting with amino acids to enhance water solubility.” 

 

Publication soumise à la revue Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, le 20 Juin 2018. 
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Abstract 

In the context of current anti-cancer studies of Imiqualine derivatives, a novel series of imidazo[1,2-

a]quinoxalines substituted on position 4 by amino-acids was efficiently synthesized with short 

reaction times by using microwave assistance and tested for their activities on human melanoma cell 

lines A375. The presence of an amino acid did not improve the cytotoxic activity compared to the 

second generation of Imiqualine compounds. However, the cytotoxic activities of compounds 11a, 9d 

and 11b are relatively close to the ones of the first generation with a notable improvement of their 

water solubilities. The presence of dihydroxy groups on the phenyl on the position 1 is important 

both in terms of theoretical water solubility and high cytotoxic efficiency. 

1. Introduction 

Cutaneous melanoma is a malignant tumour of melanocytes located in the basal epidermis. This is 

the most aggressive and lethal skin cancer because of its fast metastatic development.[234,235] Its 

incidence is increasing worldwide for several decades. While early stages can achieve remarkable 

outcomes with surgery alone, metastatic melanoma requires therapeutic treatment intervention. 

Thanks to genomic researches, knowledge regarding the molecular biology of melanomas has 

improved, leading to recent FDA-approved therapies.[236–238] However, all the subtypes of the 

disease are not equally treated[238] and marked resistance mostly against kinase inhibitors rapidly 

occurs.[239,240] As the incidence among the worldwide fair-skinned population is increasing, this 

public health concern remains challenging. 

Our group works on the development of imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives presented on scheme 

1, also called Imiqualines, as potential antitumoral agents, particularly for the treatment of 

melanoma.[241,242] The first generation of imiqualines was essentially substituted on position 1 by 

multiple aromatic moieties directly grafted to the main structure or via an alkyl linker. The second 

generation is characterized by the presence of the 3,4-dihydroxyphenyl moiety on position 1 since 

the presence of such catechol residue enhances global hydrophily. The chemical modulations of the 

first hits, EAPB0203 and EAPB0503, afforded new leads EAPB02303 and its N-demethylated 

derivative EAPB02302, with utmost impressive in vitro activities on A375 human melanoma cancer 

cell line in the nanomolar range.[6,7]  
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Scheme 1. General and lead compounds structures of Imiqualines 

EAPB02302 and EAPB02303 are considered as promising anticancer agents but exhibit high 

lipophilicity (log P values estimated at 2.68 and 3.55, respectively), which might be critical for future 

preclinical in vivo studies. Indeed, their low solubility in water might be a major drawback for 

development, especially in the case of intravenous use. In a preliminary study[243], pharmacokinetic 

parameters of EAPB02303 were determined in mice after a single intraperitoneal administration. For 

this, the compound was solubilized in a mixture of DMSO, Tween 80 and sodium chloride solution 

0.9% (10/10/80, v/v/v). The use of DMSO is recognized as toxic[244], in particular when used 

repeatedly as would be the case in an efficacy study. In order to optimize the results of efficacy 

studies, we chose to chemically modulate our lead compounds to obtain more soluble compounds 

with a moderate impact on the cytotoxic activity. The input of the introduction of various amino 

acids on position 4 of the heterocycle was studied both on physicochemical properties and biological 

activity. Such approach to increase solubility, which remains a key factor for potential pharmaceutical 

development, has already been  described in the literature.[245,246] We present herein the 

synthesis of new imidazo[1,2-a]quinoxalines decorated with a panel of amino acids and their in vitro 

preliminary evaluation on A375 cell line. 

2. Results and discussion 

2.1. Synthesis of imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives 

The synthetic pathways and the structures of imidazo[1,2-a]quinoxalines used in this study are given 

in schemes 2 and 3.  Intermediates 1 to 5 were synthetized thanks to a route we previously 

described.[247,248] Briefly, the carbonylimidazole dimer 2 results from the condensation of the 2-

imidazole carboxylic acid 1 in presence of thionyl chloride. Addition of the o-fluoroaniline on the 

dimer 2 gives the intermediate 3. Cyclisation is allowed by using sodium hydride in 
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dimethylacetamide. Treatment of compound 4 with phosphorus oxychloride and N,N-diethylaniline 

gives the chlorinated key intermediate 5. 

The chlorine of 5 can be substituted by an amino group in presence of diisopropylethylamine in DMF 

under microwave assistance. The amino group could be either the α-amine of an amino acid or the 

amine of the side chain for the ornithine residue. The introduction of HGlyOtBu, HAlaOtBu, 

HValOtBu, HLeuOtBu, HLysOtBu, HOrnOtbu, HPheOtBu, HTyrOtBu is described on scheme 2 and the 

grafting of BocOrnOtBu is depicted on scheme 3. The bromination of the intermediates 6 by N-

bromosuccinimide leads to compounds 7. The 3,4-dimethoxyphenyl group is introduced in position 1 

via a Suzuki-Miyaura cross-coupling reaction to furnish compounds 8a-8f and 8i. Boron tribromide 

did not allow the cleavage of all the protections to give the targeted compounds 11a-11i, even if 

supplementary equivalents of BBr3 were added at the beginning or during the reaction, or if the 

reaction time was extended. Such approach allows the obtention of compounds 10b-10d as the main 

products. These compounds present remaining methoxy groups on the phenyl on position 1 without 

the protecting groups on the amino acid. The by-products correspond to one methoxy-remaining 

group on the phenyl either on position 3’ or 4’, but unfortunately, they could not be recovered 

separately.  

As targeted compounds 11a-11f could not be obtained by this way, we decided to deprotect first the 

3,4-dimethoxyphenylboronic acid by boron tribromide in order to obtain the 3,4-

dihydroxyphenylboronic acid 12. This boronic acid readily reacts with intermediates 7 under 

microwave irradiation to furnish the hydroxylated derivatives 9a-9i. A final step of deprotection of 

the amino acid moiety using TFA in CH2Cl2 was used to obtain the final compounds 11a-11i. 
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Scheme 2. Synthesis of imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives grafted by the α-amine of the amino 

acid. (a) SOCl2, reflux, 18h; (b) NaHMDS, THF, 0°C to RT, 5h; (c) NaH, DMA, reflux, 48h; (d) DEA, POCl3, 

MW (130°C, 15 min); (e) H-amino acid (PG)-OtBu, DIEA, DMF, MW (150°C, 30-60 min); (f) NBS, CHCl3, 

reflux, 2h; (g) 3,4-dimethoxyphenylboronic acid, Pd(PPh3)4, Na2CO3, DME, MW (140°C, 20 min); (h) 

BBr3, CH2Cl2, RT, 1h-3h, (i) BBr3, CH2Cl2, RT, 1h; (j) 3,4-dihydroxyphenylboronic acid 12, Pd(PPh3)4, 

Na2CO3, DME, MW (140°C, 20 min); (k) TFA/ CH2Cl2 (1/1, v/v), RT, 1-2h. 
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Scheme 3. Synthesis of the ornithine-containing imidazo[1,2-a]quinoxaline derivative grafted by the 
side chain. (e) Boc-Orn-OtBu,HCl, DIEA, DMF, MW (150°C, 30-60 min); (f) NBS, CHCl3, reflux, 2h; (g) 
3,4-dimethoxyphenylboronic acid, Pd(PPh3)4, Na2CO3, DME, MW (140°C, 20 min); (h) BBr3, CH2Cl2, RT, 
1h-3h, (i) BBr3, CH2Cl2, RT, 1h; (j) 3,4-dihydroxyphenylboronic acid 12, Pd(PPh3)4, Na2CO3, DME, MW 
(140°C, 20 min); (k) TFA/ CH2Cl2 (1/1, v/v), RT, 1-2h. 
 

2.2. In vitro cytotoxic activity on A375 cell lines and calculated log P 

All new imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives 8b-d, 8f, 9a-9i, 10b-d and 11a-11i were tested for their 

in vitro antiproliferative activities on the human melanoma cell line A375. Theirs IC50 values 

(concentration of the compound (nM) producing 50% cell growth inhibition after 96 h of drug 

exposure) were determined using in vitro cytotoxicity assay and are displayed in Tables 1 and 2.  
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Table 1 

Synthesis of imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives grafted by the α-amine of the amino acid as 

described in scheme 2: Log P, theoretical water solubility (mg/mL) at pH 7.4 calculated values and IC50 

values against A375 (human melanoma cell line). 

Amino 

acids 
─R ─R’ Compounds Log P 

a
 

Theoretical 

water 

solubility 

(mg/mL) at 

pH 7.4 
b
 

IC50 

values 
c
 

(nM) 

Gly   

8a 5.25 5.88.10-4 NDd 
9a 4.99 1.79.10-3 1 932 

11a 2.59 47.18 403 

Ala   

8b 5.61 3.80.10-4 > 10 000 
9b 5.34 1.15.10-3 6 103 

10b 3.21 6.01 5 947 
11b 2.94 19.92 584 

Val 

  

8c 6.47 1.35.10-4 > 10 000 
9c 6.21 4.07.10-4 7 180 

10c 4.07 1.91 > 10 000 
11c 3.81 6.5 7 166 

Leu 

  

8d 6.98 7.43.10-5 > 10 000 
9d 6.72 2.23.10-4 128 

10d 4.58 0.89 > 10 000 
11d 4.32 3.08 838 

Lys 

 

 

8e 7.05 5.70.10-5 NDd 

9e 6.79 1.56.10-4 4 575 

11e 2.78 4.34.10-3 673 

Orn 

 

 

8f 7.01 3.43.10-5 > 10 000 

9f 6.75 9.07.10-5 1 111 

11f 2.57 5.82.10-3 3 404 

Phe 
  

9g 6.82 1.06.10-4 1 999 

11g 3.71 6.47 951 

Tyr 

  

9h 7.99 3.31.10-5 4 117 

11h 3.05 10.17 2 174 

 

a,b Log P and theoretical water solubility (mg/mL) at pH 7.4 values are calculated using the ACDLabs® software. 
c IC50 values, concentration of the compound (nM) producing 50% cell growth inhibition after 96 h of drug 
exposure, as determined by the MTT assay. Each experiment was triplicated, and the results are presented as 
average values. Coefficients of variation were less than 10%. 
d ND: Not determined. 
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Table 2 

Synthesis of imidazo[1,2-a]quinoxaline derivatives grafted by the side chain amine of the ornithine as 

described in scheme 3: log P, theoretical water solubility (mg/mL) at pH 7.4 calculated values and IC50 

values against A375 (human melanoma cell line). 

Amino acid Compounds Log P 
a
 

Theoretical water solubility 

(mg/mL) at pH 7.4 
b
 

IC50 values 
c
 

(nM) 

Orn  

8i 6.12 1.62.10-4 > 10 000 

9i 5.86 4.50.10-4 > 10 000 

11i 2.99 3.05.10-3 5 168 
 

a,b Log P and theoretical water solubility (mg/mL) at pH 7.4 values are calculated using the ACDLabs® software. 
c IC50 values, concentration of the compound (nM) producing 50% cell growth inhibition after 96 h of drug 
exposure, as determined by the MTT assay. Each experiment was triplicated, and the results are presented as 
average values. Coefficients of variation were less than 10%. 
 

Lipophilicity, expressed as the logarithm of a compound’s octanol/water partition coefficient (log P), 

is a physicochemical property of drugs that affects many biological mechanisms, especially drug 

absorption and distribution (absorption, plasma protein binding and membrane permeation).[249] 

This parameter can also be correlated to solubility, metabolism and toxicity.[250,251] In a drug 

discovery process, compounds must be sufficiently lipophilic to cross the membrane barriers and at 

the same time be sufficiently water soluble to reach their targets. Therefore, a poor water solubility 

is a common cause of rejection during development.[252] This is why we also estimated the 

lipophilicity and hydrophilicity properties of all new compounds by predicting their log P and 

theoretical water solubility values thanks to fragmentation methods available on the ACDLabs® 

software. These calculated values are purely theoretical but give a good estimate of what might be 

the solubility of the compounds in blood circulation (pH 7.4). This approach is used in pharmaceutical 

industry for the screening of new compounds.[253,254] Results of our new imidazo[1,2-

a]quinoxaline derivatives were compared each other as well as with Imiqualine leads of first and 

second generations as shown in Table 3.  

 

Table 3 

First and second generations Imiqualines leads: Log P, theoretical water solubility (mg/mL) at pH 7.4 

calculated values and IC50 values against A375 (human melanoma cell line). 

Compounds Log P
a
 

Theoretical water 

solubility (mg/mL) at pH 

7.4
b
 

IC50 values
c
 (nM) 

EAPB0203 4.6 3.46.10-3 1 570 
EAPB0503 4.48 2.60.10-3 200 

EAPB02302 2.68 4.28.10-2 60 
EAPB02303 3.55 1.74.10-2 10 

 
a,b Log P and theoretical water solubility (mg/mL) at pH 7.4 values are calculated using the ACDLabs® software. 
c IC50 values, concentration of the compound (nM) producing 50% cell growth inhibition after 96 h of drug 
exposure, as determined by the MTT assay. Each experiment was triplicated, and the results are presented as 
average values. Coefficients of variation were less than 10%. 

 

Compounds 8b, 8c, 8d and 8f are fully protected on amino acid residues (side chain and carboxylic 

function) with 3,4-dimethoxy substitution on the phenyl ring in position 1. They exhibit weak IC50 

values higher than 10 000 nM. Compounds belonging to this chemical series are very lipophilic with 
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estimated log P values higher than 5 (5.25, 5.61, 6.47, 6.98, 7.05 and 7.01 for compounds 8a, 8b, 8c, 

8d, 8e and 8f, respectively). The theoretical water solubility of compounds 8 at pH 7.4 is very low 

since the order varies from 5.88.10-4 to 3.43.10-5 mg/mL for compounds 8a and 8f, respectively. 

Therefore, the presence of protective groups on the amino acids and the dimethoxy groups on the 

phenyl appears not to be valuable, both in terms of water solubility and cytotoxic efficiency.  

 

Compounds 9a-9i are only protected on the amino acids moieties. These compounds exhibit various 

cytotoxic activities with IC50 values ranging from 128 to 7 180 nM, for 9d and 9c, respectively. These 

compounds show high lipophilicity since their log P values range from 4.99 to 7.99 for 9a and 9h 

respectively. Similarly, the theoretical values of water solubility are between 3.31.10-5 and 1.79.10-3 

mg/mL for 9h and 9a, respectively. By comparing compounds 8 and 9, we note that the replacement 

of the methoxy groups by the hydroxy groups induces, for some residues, an important increase of 

the biological activities. Nevertheless, such modification, with conservation of the amino acid 

protection, does not improve the theoretical water solubility of the new synthesized compounds. 

 

Compounds 10b-10d are deprotected on the amino acid residues but still present dimethoxy groups 

on the phenyl substitution at position 1. These compounds exhibit IC50 values higher than 5 000 nM 

(IC50 values at 5 947 nM for 10b and higher than 10 000 nM for 10c and 10d). However, log P values 

are below 5 and theoretical water solubilities are higher than 0.8 mg/mL. The transition from 

compounds 8 to compounds 10 provides a significant decrease of lipophilicity as well as an 

improvement of theoretical water solubility. The comparison of the compounds according to the 

grafted residue permits to highlight this improvement. Actually, log P values decrease from 5.61 to 

3.21, from 6.47 to 4.07 and from 6.98 to 4.58 for compounds 8b to 10b, 8c to 10c and 8d to 10d, 

respectively. Even more impressive, the theoretical water solubility values increase from 3.8.10-4 to 

6.01, 1.35.10-4 to 1.91 and 7.43.10-5 to 0.89 mg/mL for compounds 8b to 10b, 8c to 10c and 8d to 

10d, respectively. The deprotection of the amino acid residues does not improve the cytotoxic 

activity but clearly improve the theoretical water solubility. The presence of dihydroxy groups on the 

phenyl substitution at position 1 appears to be necessary for the conservation of the cytotoxic 

activity. 

 

Compounds 11a-11i are fully deprotected on the amino acid residues as well as on the catechol 

group at the position 1. Among these compounds, five have attractive IC50 values below 1 000 nM: 

403, 584, 673, 838 and 951 for 11a, 11b, 11e, 11d and 11g, respectively. These compounds show log 

P values ranged from 2.57 to 4.32 for 11f and 11d. Several compounds present very interesting 

theoretical water solubility: compounds 11a, 11b, 11c, 11d, 11g and 11h exhibit values higher than 3 

mg/mL. Very high values are obtained for compounds 11a and 11b at 47.18 and 19.92 mg/mL, 

respectively. The presence of an alkyl or aryl moiety on the side chain of the amino acid residue does 

not decrease water solubility for these compounds. Nevertheless, it appears not to be the same 

tendency for compounds 11e, 11f and 11i with theoretical water solubility values less than 1.10-2 

mg/mL. These compounds possess ornithine (grafted by the α-amine or by the amine of the side 

chain of the amino acid) or lysine residues. These two residues are therefore not valuable for 

increasing the water solubility of the compounds at pH 7.4.  

 

Compounds 11a, 11b, 11c and 11d present an alkyl chain at position 4 while compounds 11g and 11h 

display an aryl chain on this same position. Saturated alkyl groups appear to be most interesting for 
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our compounds. A trend seems to stand out thanks to these four compounds: when the carbon 

number of the alkyl chain increases, the biological activity and the theoretical solubility decrease 

(except for 11c which activity does not follow this tendency). Moreover, the presence of a phenyl 

group causes an increase in lipophilicity and a decrease in biological activities, in particular with the 

presence of a phenol (compound 11h) on the side chain of the amino acid moiety. The compounds 

with lysine or ornithine residues did not show favorable results neither for biological activities or 

water solubility.  

 

The transition of compounds 9 to compounds 11 is carried out by the cleavage of all the protecting 

groups of the amino acid moieties. Such deprotection step forms less lipophilic compounds (lower 

log P) with similar or higher activity for all the amino acids tested, except for compounds  11d and 

11f with the leucine and ornithine residues grafted by the amine in alpha, respectivelyIt should be 

noted that the presence of an ornithine amino acid residue grafted by the α-amine or the amine of 

the side chain of the amino acid does not bring any significant differences to the biological activity 

(IC50 values at 3 404 nM for 11f and 5 168 nM for 11i) or to the solubility (theoretical water solubility 

values at 5.82.10-3 and 3.05.10-3 mg/mL for 11f and 11i, respectively). Surprisingly, compound 11e 

which present a butan-1-amine substitution on the lateral chain of the amino acid show an higher 

biological activity than compound 11f with a propan-1-amine substitution on its lateral chain (IC50 

values at 673 nM for 11e and 3 404 nM for 11f) with equivalent theoretical water solubilities (values 

of 4.34.10-3 and 5.82.10-3 mg/mL for 11e and 11f, respectively).  

 

Consequently, compounds 11a, 11b, 11d and 11g particularly hold our attention, both in terms of 

improvement of the solubility and in terms of conservation of the biological activity. The activities of 

these compounds are in the same potency order as the leads of the first generation of Imiqualines 

(IC50 values at 200 and 1 570 nM for EAPB0503 and EAPB0203, respectively), presented in Table 3. 

Moreover, these new compounds show highly improved water solubility. Indeed, the values for the 

first generation compounds were only 2.60.10-3 and 3.46.10-3 mg/mL for EAPB0203 and EAPB0503, 

respectively. On the other hand, second generation compounds of Imiqualines exhibit higher 

activities than the new compounds, with IC50 values at 10 and 60 nM for EAPB02303 and EAPB02302 

respectively. However, the solubility values of these compounds are low, with values of 1.74.10-2 

mg/mL for EAPB02303 and 4.28.10-2 mg/mL for EAPB02302.  

 

All of these data and results allow us to put forward a preferential amino acid with a small alkyl side 

chain in order to get a good compromise between maintaining the activity and increasing water 

solubility. From the close analysis of Tables 1 and 2, it can be observed that compounds 11a, 11b, 9d, 

11d, 11e and 11g are the most active members of this series against the tested melanoma A375 cell 

line (IC50 values less than 1 000 nM). Surprisingly, compound 9d shows the lowest IC50 value among 

these new synthesized compounds. Among these 6 attractive compounds, only 11a, 11b, 11d, 11e 

and 11g show a marked and considerable improvement of the theoretical water solubility. 

3. Conclusion 

The synthesis and study of the amino acid groups grafted on position 4 within the Imiqualine series 

highlight the fact that the nature of the substituent on position 4 is not essential for the biological 

activity. Indeed, large modifications between EAPB02302, which only has a primary amine, and the 
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new compounds with a complete amino acid residue do not significantly modify the activity, which 

remains similar to our first Imiqualines generation. However, these modulations allow to significantly 

increase the theoretical water solubility. The presence of dihydroxy groups on the phenyl appears to 

be necessary for the conservation of the cytotoxic activity on the melanoma cell line tested. These 

encouraging results obtained on the representative A375 melanoma cell line will prompt us to study 

further in vivo evaluation on xenografted mice.  

4. Experimental 

4.1. Chemistry 

4.1.1. General 

All solvents and reagents were obtained from Sigma Aldrich Chemical Co., Iris Biotech GmbH, Alfa 

Aesar Co, VWR and FluoroChem UK and used without further purification unless indicated otherwise. 

Silica gel chromatography was conducted with 230-400 mesh 60 Å silica gel (Sigma Aldrich Chemical 

Co.). The progress of reaction was monitored by TLC exposure to UV light (254 nm and 366 nm). Thin 

layer chromatography plates (Kieselgel 60 F254) were purchased from Merck. Microwave assisted 

organic syntheses were performed on the Biotage Initiator 2.0 Microwave. 1H and 13C NMR spectra 

were obtained on Brüker AC-400 spectrometer. Chemical shifts are given as parts per million (ppm) 

using residual dimethylsulfoxide signal for protons (δDMSO = 2.46 ppm) and carbons (δDMSO = 40.00 

ppm). Coupling constants are reported in Hertz (Hz). Spectral splitting partners are designed as 

follow: singlet (s); doublet (d); triplet (t); quartet (q); multiplet (m). Mass spectral data were obtained 

on a Micromass Q-Tof (Waters) spectrometer equipped with ESI source (Laboratoires de Mesures 

Physiques, Plateau technique de l'Institut des Biomolecules Max Mousseron, Université de 

Montpellier, Montpellier, France). Mass spectra were recorded in positive mode between 50 and 

1500 Da, capillary and cone tension were 3000 and 20 V, respectively. The High Resolution Mass 

Spectroscopy (HRMS) analyses are carried out by direct introduction on a Synapt G2-S mass 

spectrometer (Waters, SN: UEB205) equipped with ESI source. The mass spectra were recorded in 

positive mode, between 100 and 1500 Da. The capillary tension is 1 000 V and the cone tension is 30 

V. The source and desolvation temperature are 120°C and 250°C, respectively. 

4.1.2. Amino acids grafted on 4-chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 

4.1.2.1. tert-butyl 2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)acetate (6a) 

Glycine tert-butyl ester hydrochloride (0.824 g, 4.9 mmol), N,N-diisopropylethylamine (1.6 mL, 9.8 

mmol) and 4-chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) were dissolved in 

dimethylformamide (10 mL) in a microwave adapted vial and sealed. The reaction was irradiated at 

150°C for 30 min. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture was 

dissolved in ethyl acetate (100 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, distilled water and finally brine. The organic phase was dried on sodium sulfate, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The product was purified by flash chromatography eluted 

with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a beige solid (42% 

yield). C16H18N4O2. MW: 298.34 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.42 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 

4.13 (d, 2H, J = 8 Hz, CH2 α), 7.33 (m, 1H, CH 7), 7.42 (m, 1H, CH 8), 7.56 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 

7.66 (d, 1H,  J = 4 Hz, CH 2), 7.96 (t, 1H, J = 8 Hz, NH), 8.13 (dd, 1H,  J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.64 (d, 1H, J = 4 
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Hz, CH 1). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.23 (CH3 tBu), 43.30 (CH2 α), 80.85 (Cq tBu), 

115.14 (CH 1), 115.91 (CH 6), 123.57 (CH 7), 124.93 (Cq 5a), 126.74 (CH 9), 126.88 (CH 8), 132.52 (CH 

2), 132.71 (Cq 3a), 136.81 (Cq 9a), 147.49 (Cq 4), 169.79 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 299.0 [M+H]+. 

 

4.1.2.2. tert-butyl 2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)propanoate (6b) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). L-alanine tert-butyl ester hydrochloride 

(1.339 g, 7.4 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 4-chloroimidazo[1,2-

a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained 

as a beige solid (48% yield). C17H20N4O2. MW: 312.37 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

1.41 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.51 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 β), 4.59 (m, 1H, CH α), 7.35 (m, 1H, CH 7), 7.42 (m, 

1H, CH 8), 7.56 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.66 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 7.75 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 8.13 

(dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.64 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 17.46 

(CH3 β), 28.14 (CH3 tBu), 50.22 (CH α), 80.59 (Cq tBu), 115.18 (CH 1), 115.91 (CH 6), 123.64 (CH 7), 

124.93 (Cq 5a), 126.73 (CH 9), 126.88 (CH 8), 132.42 (CH 2), 132.58 (Cq 3a), 136.72 (Cq 9a), 147.03 

(Cq 4), 172.84 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 313.2 [M+H]+. 

4.1.2.3. tert-butyl 2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-10-ylamino)-3-methylbutanoate (6c) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1) . L-valine t-butyl ester hydrochloride (2.060 

g, 9.8 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 4-chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 

5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was purified by flash chromatography 

eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a beige solid 

(51% yield). C19H24N4O2. MW: 340.42 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.03 (d, 3H, J = 8 

Hz, CH3 γ), 1.06 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ’), 1.43 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 2.33 (m, 1H, CH β), 4.52 (t, 1H, J = 16 

Hz, CH α), 7.15 (d, 1H, J = 8 Hz, NH), 7.35 (m, 1H, CH 7), 7.43 (m, 1H, CH 8), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, 

CH 9), 7.68 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 8.14 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.66 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR 

δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 19.42 (CH3 γ, CH3 γ’), 28.17 (CH3 tBu), 30.41 (CH β), 59.76 (CH α), 81.15 

(Cq tBu), 115.37 (CH 1), 115.95 (CH 6), 123.88 (CH 7), 125.00 (Cq 5a), 126.84 (CH 9), 126.95 (CH 8), 

132.48 (CH 2), 132.58 (Cq 3a), 136.59 (Cq 9a), 147.29 (Cq 4), 171.59 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

341.0 [M+H]+. 

4.1.2.4. tert-butyl 2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)-4-methylpentanoate (6d) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). L-leucine t-butyl ester hydrochloride 

(2.198 g, 9.8 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 4-chloroimidazo[1,2-

a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained 

as a beige solid (60% yield). C20H26N4O2. MW: 354.45 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

0.93 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ), 0.96 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ’), 1.40 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.64 (m, 1H, CH2 

β), 1.79 (m, 1H, CH γ), 1.94 (m, 1H, CH2 β), 4.63 (t, 1H, J = 4 Hz, CH α), 7.33 (m, 1H, CH 7), 7.42 (m, 1H, 

CH 8), 7.57 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.64 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 7.66 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 8.13 (dd, 

1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.64 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 22.06 (CH3 δ), 

23.31 (CH3 δ’), 25.14 (CH γ), 28.15 (CH3 tBu), 40.01 (CH2 β), 52.93 (CH α), 80.67 (Cq tBu), 115.21 (CH 

1), 115.90 (CH 6), 123.64 (CH 7), 124.93 (Cq 5a), 126.76 (CH 8), 126.89 (CH 9), 132.41 (CH 2), 132.58 

(Cq 3a), 136.74 (Cq 9a), 147.40 (Cq 4), 172.75 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 355.0 [M+H]+. 
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4.1.2.5. tert-butyl 6-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)hexanoate 

(6e) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). N-epsilon-t-butyloxycarbonyl-L-lysine t-

butyl ester hydrochloride (2.565 g, 7.6 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 4-

chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was 

purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The 

compound is obtained as a beige solid (32% yield). C25H35N5O4. MW: 469.58 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 1.35 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.41 (s, 9H , 3xCH3 OtBu), 1.43 (m, 2H, CH2 γ), 1.45 (m, 

2H, CH2 δ), 1.91 (m, 2H, CH2 β), 2.93 (m, 2H, CH2 ε), 4.54 (m, 1H, CH α), 6.79 (t, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 

ε), 7.32 (m, 1H, CH 7), 7.40 (m, 1H, CH 8), 7.52 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.64 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH 

α), 7.66 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 8.12 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.64 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR δ 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 23.52 (CH2 γ), 28.19 (CH3 tBu), 28.74 (CH3 tBu), 29.67 (CH2 δ), 30.92 (CH2 

β), 40.35 (CH2 ε), 54.64 (CH α), 79.68 (Cq tBu), 80.80 (Cq tBu), 115.25 (CH 1), 115.93 (CH 6), 123.70 

(CH 7), 124.98 (Cq 5a), 126.81 (CH 9), 126.92 (CH 8), 132.44 (CH 2), 132.60 (Cq 3a), 136.75 (Cq 9a), 

147.35 (Cq 4), 172.41 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 470.0 [M+H]+. 

4.1.2.6. tert-butyl 5-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)pentanoate 

(6f) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). N-delta-carbobenzoxy-L-ornithine alpha-t-

butyl ester hydrochloride (3.702 g, 10.3 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 

4-chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product 

was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The 

compound is obtained as a beige solid (38% yield). C27H31N5O4. MW: 489.57 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 
1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.29 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.46 (m, 2H, CH2 

γ), 1.80 (m, 2H, CH2 β), 2.97 (m, 2H, CH2 δ), 4.45 (m, 1H, CH α), 4.90 (s, 2H, CH2-Phenyl), 7.19 (m, 1H, 

CH 7), 7.21 (s, 1H, NH-CH2 δ), 7.23 (m, 5H, CH Phenyl), 7.31 (m, 1H, CH 8), 7.46 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 

9), 7.52 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 7.56 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 8.02 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.53 (d, 

1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 26.63 (CH2 γ), 28.13 (CH3 tBu), 28.66 (CH2 

β), 40.71 (CH2 δ), 54.50 (CH α), 65.67 (CH2-Phenyl), 80.91 (Cq tBu), 115.30 (CH 1), 115.99 (CH 6), 

123.77 (CH 7), 125.03 (Cq 5a), 126.84 (CH 9), 126.97 (CH 8), 128.86 (CH Phenyl), 132.50 (CH 2), 

132.65 (Cq 3a), 136.77 (Cq 9a), 147.36 (Cq 4), 156.65 (Cq Phenyl), 172.28 (C=O). MS (ESI +, QTof, 

m/z): 490.0 [M+H]+. 

4.1.2.7. tert-butyl 2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)-3-phenylpropanoate (6g) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). L-Phenylalanine t-butyl ester 

hydrochloride (1.9 g, 7.4 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 4-

chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was 

purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The 

compound is obtained as a beige solid (37% yield). C23H24N4O2. MW: 388.46 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 1.33 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.21 (m, 1H, CH2 β), 3.34 (m, 1H, CH2 β), 4.83 (m, 1H, 

CH α), 7.21 (t, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.29 (t, 2H, J = 8 Hz, 2xCH Phenyl), 7.33 (m, 3H, CH 7, 2xCH 

Phenyl), 7.42 (m, 1H, CH 8), 7.57 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.61 (d, 1H, J = 8 Hz, NH), 7.66 (d, 1H, J = 4 

Hz, CH 2), 8.13 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.64 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, 

DMSO-d6): 26.97 (CH3 tBu), 35.91 (CH2 β), 54.93 (CH α), 79.88 (Cq tBu), 114.18 (CH 1), 114.85 (CH 6), 
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122.74 (CH 7), 123.89 (Cq 5a), 125.74 (CH 9), 125.84 (CH Phenyl), 125.86 (CH 8), 127.59 (CH Phenyl), 

128.69 (CH Phenyl), 131.41 (CH 2), 135.54 (Cq 3a), 137.05 (Cq 9a), 146.02 (Cq 4), 170.53 (C=O). MS 

(ESI +, QTof, m/z): 389.0 [M+H]+. 

4.1.2.8. tert-butyl 3-(4-(tert-butoxy)phenyl)-2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)propanoate (6h) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). O-t-Butyl-L-tyrosine t-butyl ester 

hydrochloride (1.6 g, 4.9 mmol), N,N-diisopropylethylamine (2.4 mL, 14.7 mmol) and 4-

chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was 

purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The 

compound is obtained as a beige solid (26% yield). C27H32N4O3. MW: 460.57 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 1.23 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.31 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.13 (m, 1H, CH2 β), 3.27 (m, 

1H, CH2 β), 4.81 (m, 1H, CH α), 6.86 (dd, 2H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.22 (dd, 2H, J = 8, 4 Hz, CH 

Phenyl), 7.34 (m, 1H, CH 7), 7.44 (m, 1H, CH 8), 7.57 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.61 (d, 1H, J = 4 Hz, 

NH), 7.66 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 8.13 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.64 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 1). 13C NMR δ 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.02 (CH3 tBu), 28.93 (CH3 tBu), 36.63 (CH2 β), 56.09 (CH α), 78.11 (Cq 

tBu), 80.87 (Cq tBu), 115.22 (CH 1), 115.90 (CH 6), 123.80 (CH 7), 123.98 (2xCH Phenyl), 124.96 (Cq 

5a), 126.79 (CH 9), 126.90 (CH 8), 130.31 (2xCH Phenyl), 132.47 (CH 2), 132.61 (Cq 3a), 136.60 (Cq 

9a), 147.04 (Cq 4), 154.03 (2xCq Phenyl), 171.72 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 461.2 [M+H]+. 

4.1.2.9. tert-butyl 6-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-(imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-ylamino)hexanoate 

(6i) 

Same procedure used for the synthesis of 6a (see 4.1.2.1). N-alpha-t-butyloxycarbonyl-L-ornithine t-

butyl ester hydrochloride (1.596 g, 4.9 mmol), N,N-diisopropylethylamine (1.6 mL, 9.8 mmol) and 4-

chloroimidazo[1,2-a]quinoxaline 5 (0.5 g, 2.5 mmol) in dimethylformamide (10 mL). The product was 

purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The 

compound is obtained as a beige solid (48% yield). C24H33N5O4. MW: 455.56 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 1.32 (s, 9H, CH-COOtBu), 1.38 (s, 9H, NH-COOtBu), 1.67 (m, 2H, CH2 β), 1.72 (m, 

2H, CH2 γ), 3.55 (m, 2H, CH2 δ), 3.90 (m, 1H, CH α), 7.14 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 7.29 (m, 1H, CH 7), 

7.39 (m, 1H, CH 8), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.63 (s, 1H, CH 2), 7.73 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 δ), 

8.08 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 8.59 (d, 1H, CH 1). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 25.87 (CH2 

β), 28.04 (CH3 tBu), 28.67 (CH3 tBu), 28.43 (CH2 γ), 39.79 (CH2 δ), 54.75 (CH α), 78.45 (Cq tBu), 80.53 

(Cq tBu), 115.02 (CH 1), 115.79 (CH 6), 122.99 (CH 7), 124.65 (Cq 5a), 126.50 (CH 9), 126.73 (CH 8), 

132.20 (CH 2), 132.87 (Cq 3a), 147.78 (Cq 4), 156.00 (Cq 9a), 172.33 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

456.0.1 [M+H]+. 

4.1.3. Bromination 

4.1.3.1. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)acetate (7a) 

A solution of 6a (0.26 g, 0.87 mmol) and N-bromosuccinimide (0.19 g, 1.0 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine (50 mL). The 

organic phase was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The 

compound was obtained as a beige oil (97% yield) and used without purification. C16H17BrN4O2. MW: 
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377.24 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.42 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 4.12 (d, 2H, J = 8 Hz, 

CH2 α), 7.33 (m, 1H, CH 7), 7.47 (m, 1H, CH 8), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.76 (s, 1H, CH 2), 8.02 

(t, 1H, J = 8 Hz, NH), 8.96 (dd, 1H,  J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.22 (CH3 

tBu), 43.26 (CH2 α), 80.93 (Cq tBu), 99.61 (Cq 1), 115.12 (CH 6), 123.08 (CH 7), 126.08 (Cq 5a), 127.35 

(CH 9), 127.78 (CH 8), 134.01 (Cq 3a), 134.79 (CH 2), 137.63 (Cq 9a), 147.05 (Cq 4), 169.64 (C=O). MS 

(ESI +, QTof, m/z): 377.0 [M+H]+. 

4.1.3.2. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)propanoate (7b) 

A solution of 6b (0.3 g, 0.96 mmol) and N-bromosuccinimide (0.2 g, 1.1 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (98% yield) and used without purification. C17H19BrN4O2. MW: 391.26 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.41 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.51 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 β), 4.57 (m, 1H, 

CH α), 7.36 (m, 1H, CH 7), 7.46 (m, 1H, CH 8), 7.60 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.76 (s, 1H, CH 2), 7.82 

(d, 1H, J = 4 Hz, NH), 8.97 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 17.40 (CH3 

β), 28.03 (CH3 tBu), 50.24 (CH α), 80.70 (Cq tBu), 99.68 (CH 1), 115.06 (CH 6), 123.17 (CH 7), 126.06 

(Cq 5a), 127.30 (CH 9), 127.45 (CH 8), 133.87 (Cq 3a), 134.73 (CH 2), 137.47 (Cq 9a), 146.58 (Cq 4), 

172.66 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 391.1 [M+H]+. 

4.1.3.3. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-methylbutanoate (7c) 

A solution of 6c (0.38 g, 1.1 mmol) and N-bromosuccinimide (0.24 g, 1.4 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (96% yield) and used without purification. C19H23BrN4O2. MW: 419.31 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.02 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ), 1.05 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ’), 1.43 (s, 

9H, 3xCH3 OtBu), 2.33 (m, 1H, CH β), 4.49 (t, 1H, J = 16 Hz, CH α), 7.20 (d, 1H, J = 8 Hz, NH), 7.37 (m, 

1H, CH 7), 7.48 (m, 1H, CH 8), 7.62 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.76 (s, 1H, CH 2), 8.97 (dd, 1H, J = 8, 4 

Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 19.42 (CH3 γ, CH3 γ’), 28.17 (CH3 tBu), 30.40 (CH β), 

59.76 (CH α), 81.25 (Cq tBu), 99.86 (Cq 1), 115.08 (CH 6), 123.38 (CH 7), 126.16 (Cq 5a), 127.44 (CH 

9), 127.47 (CH 8), 133.81 (Cq 3a), 134.74 (CH 2), 137.40 (Cq 9a), 146.84 (Cq 4), 171.44 (C=O). MS (ESI 

+, QTof, m/z): 419.1 [M+H]+. 

4.1.3.4. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-4-methylpentanoate (7d) 

A solution of 6d (0.35 g, 1.0 mmol) and N-bromosuccinimide (0.2 g, 1.2 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (95% yield) and used without purification. C20H25BrN4O2. MW: 433.34 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 0.91 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ), 0.95 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ’), 1.40 (s, 
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9H, 3xCH3 OtBu), 1.61 (m, 1H, CH2 β), 1.78 (m, 1H, CH γ), 1.94 (m, 1H, CH2 β), 4.60 (t, 1H, J = 4 Hz, CH 

α), 7.36 (m, 1H, CH 7), 7.48 (m, 1H, CH 8), 7.60 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.71 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 

7.76 (s, 1H, CH 2), 8.97 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 22.03 (CH3 δ), 

23.31 (CH3 δ’), 25.12 (CH γ), 28.14 (CH3 tBu), 40.10 (CH2 β), 52.95 (CH α), 80.76 (Cq tBu), 99.21 (Cq 1), 

115.07 (CH 6), 123.17 (CH 7), 126.08 (Cq 5a), 127.37 (CH 9), 127.46 (CH 8), 133.88 (Cq 3a), 134.71 (CH 

2), 137.55 (Cq 9a), 146.97 (Cq 4), 172.59 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 433.1 [M+H]+. 

4.1.3.5. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-6-((tert-

butoxycarbonyl)amino)hexanoate (7e) 

A solution of 6e (1.2 g, 2.5 mmol) and N-bromosuccinimide (0.54 g, 3.1 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (78% yield) and used without purification. C25H34BrN5O4. MW: 548.47 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.23 (m, 2H, CH2 γ), 1.34 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.40 (s, 9H , 3xCH3 

OtBu), 1.55 (m, 2H, CH2 β), 1.90 (m, 2H, CH2 δ), 2.86 (m, 2H, CH2 ε), 4.16 (m, 1H, CH α), 6.78 (t, 1H, J = 

4 Hz, NH-CH2 ε), 7.34 (m, 1H, CH 7), 7.47 (m, 1H, CH 8), 7.65 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 8.03 (s, 1H, CH 

2), 8.34 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 8.97 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-

d6): 22.90 (CH2 γ), 28.15 (CH3 tBu), 28.73 (CH3 tBu), 29.46 (CH2 δ), 31.34 (CH2 β), 39.36 (CH2 ε), 54.61 

(CH α), 80.85 (Cq tBu), 81.14 (Cq tBu), 99.70 (Cq 1), 115.06 (CH 6), 123.19 (CH 7), 126.09 (Cq 5a), 

127.39 (CH 9), 127.46 (CH 8), 133.87 (CH 2), 134.70 (Cq 3a), 137.54 (Cq 9a), 146.88 (Cq 4), 171.39 

(C=O), 172.21 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 548.1 [M+H]+. 

4.1.3.6. tert-butyl 5-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-

yl)amino)pentanoate (7f) 

A solution of 6f (0.45 g, 0.9 mmol) and N-bromosuccinimide (0.20 g, 1.1 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (94% yield) and used without purification. C27H30BrN5O4. MW: 568.46 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.40 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.55 (m, 2H, CH2 γ), 1.91 (m, 2H, CH2 β), 

3.03 (m, 2H, CH2 δ), 4.52 (m, 1H, CH α), 5.00 (s, 2H, CH2-Phenyl), 7.26 (s, 1H, NH-CH2 δ), 7.33 (m, 5H, 

CH Phenyl), 7.38 (m, 1H, CH 7), 7.48 (m, 1H, CH 8), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.67 (d, 1H, J = 4 

Hz, NH-CH α), 7.76 (s, 1H, CH 2), 8.99 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-

d6): 26.53 (CH2 γ), 28.13 (CH3 tBu), 28.50 (CH2 β), 40.42 (CH2 δ), 54.43 (CH α), 65.59 (CH2-Phenyl), 

80.92 (Cq tBu), 99.69 (Cq 1), 115.07 (CH 6), 123.20 (CH 7), 126.10 (Cq 5a), 127.39 (CH 9), 127.45 (CH 

8), 128.18 (CH Phenyl), 128.78 (CH Phenyl), 133.87 (Cq 3a), 134.70 (CH 2), 137.72 (Cq 9a), 146.85 (Cq 

4), 156.56 (Cq Phenyl), 172.05 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 568.3 [M+H]+. 

4.1.3.7. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-phenylpropanoate (7g) 

A solution of 6g (0.34 g, 0.9 mmol) and N-bromosuccinimide (0.18 g, 1.1 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 
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was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (83% yield) and used without purification. C23H23BrN4O2. MW: 467.36 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.33 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.21 (m, 1H, CH2 β), 3.31 (m, 1H, CH2 β), 

4.80 (m, 1H, CH α), 7.21 (t, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.29 (m, 2H, 2xCH Phenyl), 7.32 (m, 2H, 2xCH 

Phenyl), 7.36 (m, 1H, CH 7), 7.48 (m, 1H, CH 8), 7.60 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.65 (d, 1H, J = 8 Hz, 

NH), 7.75 (s, 1H, CH 2), 8.97 (dd, 1H, J = 8, 2 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.04 

(CH3 tBu), 36.91 (CH2 β), 56.01 (CH α), 81.06 (Cq tBu), 99.76 (Cq 1), 115.07 (CH 6), 123.33 (CH 7), 

126.13 (Cq 5a), 126.96 (CH Phenyl), 127.45 (CH 9), 127.47 (CH 8), 128.68 (CH Phenyl), 129.77 (CH 

Phenyl), 133.80 (Cq Phenyl), 134.76 (CH 2), 137.45 (Cq 3a), 138.05 (Cq 9a), 146.66 (Cq 4), 171.45 

(C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 467.1 [M+H]+. 

4.1.3.8. tert-butyl 2-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-(4-(tert-

butoxy)phenyl)propanoate (7h) 

A solution of 6h (0.34 g, 0.9 mmol) and N-bromosuccinimide (0.18 g, 1.1 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (91% yield) and used without purification. C23H23BrN4O2. MW: 467.36 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.22 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.31 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.11 (m, 1H, 

CH2 β), 3.24 (m, 1H, CH2 β), 4.76 (m, 1H, CH α), 6.85 (dd, 2H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.20 (dd, 2H, J = 

8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.34 (m, 1H, CH 7), 7.46 (m, 1H, CH 8), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.65 (d, 1H, 

J = 8 Hz, NH), 7.75 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 8.98 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, 

DMSO-d6): 28.04 (CH3 tBu), 28.93 (CH3 tBu), 36.61 (CH2 β), 56.03 (CH α), 78.10 (Cq tBu), 81.01 (Cq 

tBu), 99.71 (Cq 1), 115.08 (CH 6), 123.32 (CH 7), 123.96 (2xCH Phenyl), 126.13 (Cq 5a), 127.42 (CH 9), 

127.47 (CH 8), 130.33 (2xCH Phenyl), 132.54 (Cq 3a), 134.78 (CH 2), 137.43 (Cq 9a), 146.61 (Cq 4), 

154.06 (2xCq Phenyl), 171.53 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 467.1 [M+H]+. 

4.1.3.9. tert-butyl 5-((1-bromoimidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-2-((tert-

butoxycarbonyl)amino)pentanoate (7i) 

A solution of 6i (0.49 g, 1.1 mmol) and N-bromosuccinimide (0.23 g, 1.3 mmol) in CHCl3 (50 mL) was 

heated under reflux for 2 h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude mixture 

was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and successively washed with saturated aqueous ammonium 

chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase 

was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The compound was 

obtained as a beige oil (92% yield) and used without purification. C24H32BrN5O4. MW: 534.45 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.44 (s, 9H, CH-COOtBu), 1.46 (s, 9H, NH-COOtBu), 1.81 (m, 2H, 

CH2 β), 1.93 (m, 2H, CH2 γ), 3.73 (m, 2H, CH2 δ), 4.27 (m, 1H, CH α), 5.39 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 

6.33 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 δ), 7.27 (m, 1H, CH 7), 7.43 (m, 1H, CH 8), 7.48 (s, 1H, CH 2), 7.81 (dd, 

1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 8.98 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 25.74 

(CH2 β), 28.07 (CH3 tBu), 28.45 (CH3 tBu), 30.17 (CH2 γ), 40.42 (CH2 δ), 54.00 (CH α), 79.75 (Cq tBu), 

81.98 (Cq tBu), 99.05 (Cq 1), 115.02 (CH 6), 122.77 (CH 7), 124.54 (Cq 5a), 127.12 (CH 8), 127.98 (CH 
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9), 134.22 (CH 2), 135.98 (Cq 3a), 146.86 (Cq 4), 155.59 (Cq 9a), 171.92 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

534.1 [M+H]+. 

4.1.4. Suzuki-Miyaura cross-coupling Reactions 

4.1.4.1. tert-butyl 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)acetate (8a) 

To a mixture of 7a (0.270 g, 0.71 mmol) in DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-

dimethoxyphenylboronic acid (0.143 g, 0.79 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) palladium (0.042 g, 

0.036 mmol) and sodium carbonate (0.152 g, 1.43 mmol) in a microwave-adapted vial. The reaction 

was submitted to microwave irradiations during 20 min at 150°C and then filtered on a celite pad. 

The filtrate was concentrated under reduced pressure and successively washed with saturated 

aqueous ammonium chloride, saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally 

brine. The organic phase was dried on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced 

pressure. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 

80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (19% yield). C24H26N4O4. MW: 434.49 

g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.44 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.74 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.87 

(s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.14 (d, 2H, J = 8 Hz, CH2 α), 7.03 (m, 1H, CH 7), 7.11 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 

7.14 (s, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.18 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.31 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.34 

(m, 1H, CH 8), 7.54 (s, 1H, CH 2), 7.56 (dd, 1H,  J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.96 (t, J = 8 Hz 1H, NH). 13C NMR δ 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.26 (CH3 tBu), 43.33 (CH2 α), 80.86 (Cq tBu), 112.31 (CH Phenyl), 114.25 

(CH Phenyl), 115.93 (CH 6), 122.75 (CH 7), 123.30 (CH Phenyl), 126.03 (Cq 5a), 126.58 (CH 8), 127.20 

(CH 9), 132.66 (CH 2), 133.141 (Cq 3a), 130.93 (Cq 1), 137.71 (Cq 9a), 149.27 (Cq Phenyl), 150.14 (Cq 

Phenyl), 147.74 (Cq 4), 169.85 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 435.1 [M+H]+. 

4.1.4.2. tert-butyl 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)propanoate (8b) 

Same procedure used for the synthesis of 8a (see 4.1.4.1.). To a mixture of 7b (0.440 g, 1.12 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.225 g, 1.24 mmol), tetrakis 

(triphenylphosphine) palladium (0.065 g, 0.056 mmol) and sodium carbonate (0.237 g, 2.24 mmol) in 

a microwave-adapted vial. The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (42% yield). 

C25H28N4O4. MW: 448.51 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.32 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.42 

(d, 3H, J = 8 Hz, CH3 β), 3.64 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.76 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.57 (m, 1H, CH α), 6.92 

(m, 1H, CH 7), 7.01 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.03 (s, 1H, CH Phenyl), 7.08 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 

Phenyl), 7.20 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.22 (m, 1H, CH 8), 7.42 (s, 1H, CH 2), 7.46 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, 

CH 9), 7.82 (d, 1H, J = 4 Hz, NH). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 17.59 (CH3 β), 28.25 (CH3 tBu), 

50.30 (CH α), 80.72 (Cq tBu), 112.40 (CH Phenyl), 114.33 (CH Phenyl), 116.00 (CH 6), 122.77 (CH 7), 

122.90 (Cq 1), 123.37 (CH Phenyl), 126.10 (CH 8), 126.65 (Cq 5a), 127.28 (CH 9), 131.05 (Cq 3a), 

132.63 (CH 2), 137.68 (Cq 9a), 147.33 (Cq 4), 149.36 (Cq Phenyl), 150.22 (Cq Phenyl), 172.96 (C=O). 

MS (ESI +, QTof, m/z): 449.2 [M+H]+. HRMS calculated for C25H29N4O4 449.2189, found 449.2186. 

4.1.4.3. tert-butyl 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-

methylbutanoate (8c) 

Same procedure used for the synthesis of 8a (see 4.1.4.1.). To a mixture of 7c (0.370 g, 0.88 mmol)  in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.176 g, 0.97 mmol), tetrakis 
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(triphenylphosphine) palladium (0.051 g, 0.044 mmol) and sodium carbonate (0.186 g, 1.76 mmol) in 

a microwave-adapted vial. The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (69% yield). 

C27H32N4O4. MW: 476.57 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 0.95 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ), 

0.98 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ’), 1.34 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 2.23 (m, 1H, CH β), 3.63 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 

3.77 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.44 (t, 1H, J = 16 Hz, CH α), 6.93 (m, 1H, CH 7), 7.00 (s, 1H, CH Phenyl), 

7.02 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 7.06 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.08 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.22 (dd, 

1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.26 (m, 1H, CH 8), 7.42 (s, 1H, CH 2), 7.49 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9). 13C NMR δ 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 19.43 (CH3 γ’), 19.56 (CH3 γ), 28.28 (CH3 tBu), 30.57 (CH β), 56.15 (OCH3 

Phenyl), 56.24 (OCH3 Phenyl), 59.73 (CH α), 81.31 (Cq tBu), 112.41 (CH Phenyl), 114.35 (CH Phenyl), 

116.02 (CH 6), 122.67 (Cq 1), 123.14 (CH 7), 123.39 (CH Phenyl), 126.19 (Cq 5a), 126.71 (CH 8), 127.39 

(CH 9), 131.25 (Cq Phenyl), 132.68 (CH 2), 133.00 (Cq 3a), 137.55 (Cq 9a), 147.56 (Cq 4), 149.36 (Cq 

Phenyl), 150.26 (Cq Phenyl), 171.70 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 477.1 [M+H]+. HRMS calculated for 

C27H33N4O4 477.2502, found 477.2505. 

4.1.4.4. tert-butyl 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-4-

methylpentanoate (8d) 

Same procedure used for the synthesis of 8a (see 4.1.4.1.). To a mixture of 7d (0.360 g, 0.83 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.166 g, 0.91 mmol), tetrakis 

(triphenylphosphine) palladium (0.048 g, 0.041 mmol) and sodium carbonate (0.176 g, 1.66 mmol) in 

a microwave-adapted vial. The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (61% yield). 

C28H34N4O4. MW: 490.59 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 0.83 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ), 

0.86 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ’), 1.31 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.55 (m, 1H, CH2 β), 1.70 (m, 1H, CH γ), 1.86 

(m, 1H, CH2 β), 3.63 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.76 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.55 (t, 1H, J = 4 Hz, CH α), 7.01 

(d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.05 (s, 1H, CH Phenyl), 7.08 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.12 (m, 1H, CH 

7), 7.20 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.24 (m, 1H, CH 8), 7.41 (s, 1H, CH 2), 7.45 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 

9), 7.50 (d, 1H, J = 4 Hz, NH). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 22.14 (CH3 δ), 23.41 (CH3 δ’), 

25.25 (CH γ), 28.25 (CH3 tBu), 40.29 (CH2 β), 52.96 (CH α), 56.14 (OCH3 Phenyl), 56.23 (OCH3 Phenyl), 

80.79 (Cq tBu), 112.40 (CH Phenyl), 114.34 (CH Phenyl), 115.99 (CH 6), 122.78 (Cq 1), 122.88 (CH 7), 

123.36 (CH Phenyl), 126.11 (Cq 5a), 126.69 (CH 8), 127.29 (CH 9), 131.09 (Cq 3a), 132.61 (CH 2), 

137.70 (Cq 9a), 147.66 (Cq 4), 149.36 (Cq Phenyl), 150.23 (Cq Phenyl), 172.86 (C=O). MS (ESI +, QTof, 

m/z): 491.0 [M+H]+. HRMS calculated for C28H35N4O4 491.2658, found 491.2654. 

4.1.4.5. tert-butyl 6-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-4-yl)amino)hexanoate (8e) 

Same procedure used for the synthesis of 8a (see 4.1.4.1.). To a mixture of 7e (1.090 g, 1.99 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.397 g, 2.18 mmol), tetrakis 

(triphenylphosphine) palladium (0.114 g, 0.099 mmol) and sodium carbonate (0.421 g, 3.97 mmol) in 

a microwave-adapted vial. The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (7% yield). 

C33H43N5O6. MW: 605.72 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.36 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.41 

(m, 2H, CH2 γ), 1.43 (s, 9H , 3xCH3 OtBu), 1.46 (m, 2H, CH2 δ), 1.91 (m, 2H, CH2 β), 2.94 (m, 2H, CH2 ε), 

3.73 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.87 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.57 (m, 1H, CH α), 6.80 (t, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 
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ε), 7.03 (m, 1H, CH 7), 7.11 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.15 (s, 1H, CH Phenyl), 7.18 (d, 1H, J = 4 Hz, 

CH Phenyl), 7.31 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.35 (m, 1H, CH 8), 7.52 (s, 1H, CH 2), 7.55 (dd, 1H, J = 8, 4 

Hz, CH 9), 7.59 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 23.49 (CH2 γ), 28.18 

(CH3 tBu), 28.72 (CH3 tBu), 29.64 (CH2 δ), 30.94 (CH2 β), 40.40 (CH2 ε), 54.56 (CH α), 56.05 (OCH3 

Phenyl), 56.14 (OCH3 Phenyl), 77.78 (Cq tBu), 80.80 (Cq tBu), 112.30 (CH Phenyl), 114.22 (CH Phenyl), 

115.91 (CH 6), 122.67 (CH 7), 123.28 (CH Phenyl), 126.03 (Cq 5a), 126.56 (CH 8), 127.23 (CH 9), 

131.01 (Cq 1), 132.53 (CH 2), 132.98 (Cq 3a), 137.61 (Cq 9a), 147.51 (Cq 4), 149.27 (Cq Phenyl), 

150.14 (Cq Phenyl), 156.04 (Cq Phenyl), 172.41 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 606.2 [M+H]+. HRMS 

calculated for C33H44N5O6 606.3292, found 606.3291. 

4.1.4.6. tert-butyl 5-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-4-yl)amino)pentanoate (8f) 

Same procedure used for the synthesis of 8a (see 4.1.4.1.). To a mixture of 7f (0.470 g, 0.89 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.165 g, 0.91 mmol), tetrakis 

(triphenylphosphine) palladium (0.048 g, 0.041 mmol) and sodium carbonate (0.175 g, 1.65 mmol) in 

a microwave-adapted vial. The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (42% yield). 

C35H39N5O6. MW: 625.71 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 
1H NMR δ (ppm, 400 MHz, 

DMSO-d6): 1.52 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.79 (m, 2H, CH2 γ), 1.99 (m, 1H, CH2 δ), 2.10 (m, 1H, CH2 δ), 3.36 

(m, 2H, CH2 β), 3.88 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.02 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 5.12 (m, 1H, CH α), 5.38 (s, 2H, 

CH2-Phenyl), 6.99 (d, 2H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.03 (s, 1H, CH Phenyl), 7.10 (m, 1H, CH 7), 7.28 (s, 1H, 

NH-CH2 δ), 7.33 (m, 5H, CH Phenyl), 7.36 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.47 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 

7.52 (m, 1H, CH 8), 7.56 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 7.66 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9). 13C NMR δ (ppm, 100 

MHz, DMSO-d6): 25.62 (CH2 γ), 28.09 (CH3 tBu), 30.04 (CH2 β), 40.61 (CH2 δ), 54.42 (CH α), 66.58 (CH2-

Phenyl), 82.42 (Cq tBu), 111.30 (CH Phenyl), 113.24 (CH Phenyl), 114.69 (Cq 1), 115.99 (CH 6), 123.16 

(CH 7), 126.40 (Cq 5a), 126.82 (CH 9), 126.87 (CH 8), 128.01 (CH Phenyl), 128.08 (CH Phenyl), 129.49 

(CH Phenyl), 131.85 (CH 2), 132.87 (Cq 3a), 136.68 (Cq 9a), 149.16 (Cq 4), 150.12 (Cq Phenyl), 152.37 

(Cq Phenyl), 156.51 (Cq Phenyl), 171.59 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 626.0 [M+H]+. HRMS calculated 

for C35H40N5O6 626.2979, found 626.2982. 

4.1.4.7. tert-butyl 2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-5-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-4-yl)amino)pentanoate (8i) 

Same procedure used for the synthesis of 8a (see 4.1.4.1.). To a mixture of 7i (0.515 g, 0.96 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.193 g, 1.06 mmol), tetrakis 

(triphenylphosphine) palladium (0.056 g, 0.048 mmol) and sodium carbonate (0.204 g, 1.93 mmol) in 

a microwave-adapted vial. The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is obtained as a white solid (45% yield). 

C32H41N5O6. MW: 591.70 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.34 (s, 9H, CH-COOtBu), 1.39 

(s, 9H, NH-COOtBu), 1.73 (m, 2H, CH2 β), 1.77 (m, 2H, CH2 γ), 3.57 (m, 2H, CH2 δ), 3.74 (s, 3H, OCH3 

Phenyl), 3.87 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.90 (m, 1H, CH α), 6.95 (m, 1H, CH 7), 7.09 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 

Phenyl), 7.14 (s, 1H, CH Phenyl), 7.15 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.19 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 

7.28 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.31 (m, 1H, CH 8), 7.47 (s, 1H, CH 2), 7.58 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 

7.72 (t, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 δ). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 25.97 (CH2 β), 28.06 (CH3 tBu), 

28.25 (CH3 tBu), 28.67 (CH2 γ), 39.79 (CH2 δ), 54.77 (CH α), 56.05 (OCH3 Phenyl), 56.15 (OCH3 Phenyl), 
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78.46 (Cq tBu), 80.54 (Cq tBu), 112.32 (CH Phenyl), 114.22 (CH Phenyl), 115.83 (CH 6), 122.12 (CH 7), 

122.82 (CH Phenyl), 123.26 (Cq 1), 125.75 (Cq 5a), 126.41 (CH 8), 127.07 (CH 9), 132.32 (CH 2), 138.24 

(Cq 3a), 148.04 (Cq 4), 149.26 (Cq Phenyl), 150.10 (Cq Phenyl), 156.01 (Cq 9a), 172.36 (C=O). MS (ESI 

+, QTof, m/z): 592.1 [M+H]+. HRMS calculated for C32H42N5O6 592.3135, found 592.3137. 

4.1.4.8. tert-butyl 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)acetate (9a) 

To a mixture of 7a (0.320 g, 0.85 mmol) in DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.392 g, 

2.54 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) palladium (0.049 g, 0.040 mmol) and sodium carbonate 

(0.179 g, 1.70 mmol) in a microwave-adapted vial. The reaction was submitted to microwave 

irradiations during 20 min at 150°C and then filtered on a celite pad. The filtrate was concentrated 

under reduced pressure and successively washed with saturated aqueous ammonium chloride, 

saturated aqueous sodium bicarbonate, distilled water and finally brine. The organic phase was dried 

on sodium sulfate, filtered and concentrated under reduced pressure. The product was purified by 

flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 to 50/50. The compound is 

obtained as a white solid (16% yield). C22H22N4O4. MW: 406.43 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, 

DMSO-d6): 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.42 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 4.15 (d, 2H, J = 8 Hz, CH2 

α), 6.82 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.89 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.93 (s, 1H, CH Phenyl), 

7.04 (m, 1H, CH 7), 7.33 (dd, 1H,  J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.37 (m, 1H, CH 8), 7.46 (s, 1H, CH 2), 7.54 (dd, 1H,  

J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.98 (m, 1H, NH), 9.32 (s, 1H, C-OH Phenyl), 9.41 (s, 1H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.23 (CH3 tBu), 43.30 (CH2 α), 80.85 (Cq tBu), 115.37 (Cq 1), 115.92 (CH 

6), 116.48 (CH 7), 117.89 (CH Phenyl), 121.13 (CH Phenyl), 122.06 (CH 8), 122.81 (CH Phenyl), 125.98 

(Cq 5a), 126.54 (CH 9), 127.77 (Cq Phenyl), 131.43 (Cq 3a), 132.36 (CH 2), 132.89 (Cq 9a), 146.04 (Cq 

Phenyl), 147.13 (Cq Phenyl), 147.65 (Cq 4), 169.76 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 407.2 [M+H]+. HRMS 

calculated for C22H23N4O4 407.1706, found 407.1710. 

4.1.4.9. tert-butyl 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)propanoate (9b) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7b (0.290 g, 0.74 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.342 g, 2.22 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.043 g, 0.037 mmol) and sodium carbonate (0.157 g, 1.48 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (6% yield). C23H24N4O4. MW: 420.46 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.42 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.51 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 β), 4.61 (m, 1H, 

CH α), 6.81 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.90 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.93 (s, 1H, CH Phenyl), 7.05 

(m, 1H, CH 7), 7.30 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.37 (m, 1H, CH 8), 7.45 (s, 1H, CH 2), 7.53 (dd, 1H, J = 8, 

4 Hz, CH 9), 7.66 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 9.36 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-

d6): 17.57 (CH3 β), 28.16 (CH3 tBu), 50.17 (CH α), 80.66 (Cq tBu), 115.87 (CH 8), 116.47 (CH Phenyl), 

117.88 (CH Phenyl), 121.16 (Cq 1), 122.05 (CH Phenyl), 122.78 (CH 7), 126.02 (Cq 5a), 127.16 (CH 9), 

131.35 (Cq 3a), 132.19 (CH 2), 132.80 (Cq 9a), 137.57 (Cq 4), 146.03 (Cq Phenyl), 147.10 (Cq Phenyl), 

147.23 (Cq Phenyl), 172.87 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 421.2 [M+H]+. HRMS calculated for 

C23H25N4O4 421.1876, found 421.1875. 

4.1.4.10. tert-butyl 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-

methylbutanoate (9c) 
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Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7c (0.380 g, 0.91 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.340 g, 2.72 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.052 g, 0.045 mmol) and sodium carbonate (0.192 g, 1.81 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (32% yield). C25H28N4O4. MW: 448.51 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.03 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ), 1.06 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ’), 1.44 (s, 

9H, 3xCH3 OtBu), 2.32 (m, 1H, CH β), 4.53 (t, 1H, J = 8 Hz, CH α), 6.81 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 

6.90 (d, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.93 (d, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.03 (m, 1H, CH 7), 7.07 (d, 1H, 

J = 4 Hz, NH), 7.32 (m, 1H, CH 8), 7.37 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.46 (s, 1H, CH 2), 7.56 (dd, 1H, J = 8, 

4 Hz, CH 9), 9.32 (s, 1H, C-OH Phenyl), 9.41 (s, 1H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-

d6): 19.30 (CH3 γ’), 19.47 (CH3 γ), 28.19 (CH3 tBu), 30.54 (CH β), 59.60 (CH α), 81.25 (Cq tBu), 115.90 

(CH 6), 116.47 (CH Phenyl), 117.89 (CH Phenyl), 121.05 (Cq 1), 122.07 (CH Phenyl), 123.07 (CH 7), 

126.11 (Cq 5a), 126.56 (CH 8), 127.28 (CH 9), 131.55 (Cq Phenyl), 132.24 (CH 2), 132.72 (Cq 3a), 

137.43 (Cq 9a), 146.03 (Cq 4), 147.14 (Cq Phenyl), 147.47 (Cq Phenyl), 171.62 (C=O). MS (ESI +, QTof, 

m/z): 449.3 [M+H]+. HRMS calculated for C25H29N4O4 449.2189, found 449.2188. 

4.1.4.11. tert-butyl 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-4-

methylpentanoate (9d) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7d (0.460 g, 1.06 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.400 g, 2.6 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.062 g, 0.053 mmol) and sodium carbonate (0.224 g, 2.11 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (16% yield). C26H30N4O4. MW: 462.54 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 0.93 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ), 0.97 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ’), 1.42 (s, 

9H, 3xCH3 OtBu), 1.58 (m, 1H, CH2 β), 1.81 (m, 1H, CH γ), 1.95 (m, 1H, CH2 β), 4.65 (t, 1H, J = 4 Hz, CH 

α), 6.81 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.86 (s, 1H, CH Phenyl), 6.90 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.01 (m, 

1H, CH 7), 7.28 (m, 1H, CH 8), 7.34 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.46 (s, 1H, CH 2), 7.55 (dd, 1H, J = 8, 4 

Hz, CH 9), 7.59 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 9.38 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 

22.09 (CH3 δ), 23.32 (CH3 δ’), 25.17 (CH γ), 28.18 (CH3 tBu), 39.60 (CH2 β), 52.88 (CH α), 80.76 (Cq 

tBu), 115.87 (CH 6), 116.48 (CH Phenyl), 117.90 (CH Phenyl), 121.15 (Cq 1), 122.18 (CH Phenyl), 

122.79 (CH 7), 126.11 (Cq 5a), 125.80 (CH 8), 126.04 (CH 9), 131.42 (Cq 3a), 132.18 (CH 2), 137.58 (Cq 

9a), 146.06 (Cq 4), 147.14 (Cq Phenyl), 147.57 (Cq Phenyl), 172.77 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 463.2 

[M+H]+. HRMS calculated for C26H31N4O4 463.2345, found 463.2343. 

4.1.4.12. tert-butyl 6-((tert-butoxycarbonyl)amino)-2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-4-yl)amino)hexanoate (9e) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7e (0.242 g, 0.44 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.170 g, 1.10 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.025 g, 0.022 mmol) and sodium carbonate (0.093 g, 0.88 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (40% yield). C31H39N5O6. MW: 577.67 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.35 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.41 (m, 2H, CH2 γ), 1.43 (s, 9H , 3xCH3 

OtBu), 1.46 (m, 2H, CH2 δ), 1.89 (m, 2H, CH2 β), 2.93 (m, 2H, CH2 ε), 4.56 (m, 1H, CH α), 6.79 (t, 1H, J = 

4 Hz, NH-CH2 ε), 6.83 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.89 (s, 1H, CH Phenyl), 6.93 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 
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Phenyl), 7.05 (m, 1H, CH 7), 7.32 (m, 1H, CH 8), 7.36 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.45 (s, 1H, CH 2), 7.54 

(dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.57 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 9.33 (s, 1H, C-OH Phenyl), 9.41 (s, 1H, C-OH 

Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 22.40 (CH2 γ), 27.11 (CH3 tBu), 27.65 (CH3 tBu), 28.56 

(CH2 δ), 29.91 (CH2 β), 39.25 (CH2 ε), 53.44 (CH α), 76.70 (Cq tBu), 79.75 (Cq tBu), 114.79 (CH 6), 

115.40 (CH Phenyl), 116.80 (CH Phenyl), 120.07 (CH Phenyl), 121.73 (CH 7), 124.97 (Cq 5a), 125.42 

(CH 8), 126.12 (CH 9), 130.32 (Cq 1), 131.09 (CH 2), 131.70 (Cq 3a), 136.49 (Cq 9a), 144.96 (Cq 4), 

146.04 (Cq Phenyl), 146.43 (Cq Phenyl), 154.96 (Cq Phenyl), 172.41 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

578.3 [M+H]+. HRMS calculated for C31H40N5O6 578.2979, found 578.2980. 

4.1.4.13. tert-butyl 5-(((benzyloxy)carbonyl)amino)-2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-4-yl)amino)pentanoate (9f) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7f (0.260 g, 0.46 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.211 g, 1.37 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.026 g, 0.023 mmol) and sodium carbonate (0.097 g, 0.91 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (26% yield). C33H35N5O6. MW: 597.66 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 
1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.40 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 

1.58 (m, 2H, CH2 γ), 1.92 (m, 2H, CH2 β), 3.05 (m, 2H, CH2 δ), 4.56 (m, 1H, CH α), 5.01 (s, 2H, CH2-

Phenyl), 6.81 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.89 (s, 1H, CH Phenyl), 6.93 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 

7.01 (m, 1H, CH 7), 7.27 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 δ), 7.32 (m, 5H, CH Phenyl), 7.37 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, 

CH 6), 7.45 (s, 1H, CH 2), 7.54 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 7.57 (m, 1H, CH 8), 7.63 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, 

CH 9). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 26.54 (CH2 γ), 28.09 (CH2 β), 28.17 (CH3 tBu), 40.45 (CH2 

δ), 54.34 (CH α), 65.60 (CH2-Phenyl), 80.92 (Cq tBu), 115.88 (CH 6), 116.48 (CH Phenyl), 117.90 (CH 

Phenyl), 121.16 (Cq 1), 122.84 (CH 7), 126.06 (Cq 5a), 126.50 (CH 9), 127.20 (CH 8), 128.18 (CH 

Phenyl), 128.79 (CH Phenyl), 129.16 (CH Phenyl), 131.90 (CH 2), 132.79 (Cq 3a), 137.55 (Cq 9a), 

146.04 (Cq 4), 147.12 (Cq Phenyl), 147.47 (Cq Phenyl), 156.59 (Cq Phenyl), 172.23 (C=O). MS (ESI +, 

QTof, m/z): 598.3 [M+H]+. HRMS calculated for C33H36N5O6 598.2666, found 598.2670. 

4.1.4.14. tert-butyl 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-

phenylpropanoate (9g) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7g (0.360 g, 0.77 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.356 g, 2.31 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.044 g, 0.038 mmol) and sodium carbonate (0.163 g, 1.54 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (16% yield). C29H28N4O4. MW: 496.56 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.36 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.24 (m, 1H, CH2 β), 3.36 (m, 1H, CH2 β), 

4.92 (m, 1H, CH α), 6.81 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.89 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.92 (d, 1H, 

J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.08 (t, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.20 (t, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.29 (t, 2H, J = 8 

Hz, CH Phenyl), 7.34 (d, 2H, J = 8 Hz, CH 6, CH Phenyl), 7.36 (m, 1H, CH 7), 7.39 (m, 1H, CH 8), 7.52 (s, 

1H, CH 2), 7.60 (d, 1H, J = 8 Hz, CH 9), 7.93 (m, 1H, NH), 9.38 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 

100 MHz, DMSO-d6): 26.98 (CH3 tBu), 35.93 (CH2 β), 55.04 (CH α), 80.23 (Cq tBu), 114.96 (CH 6), 

115.42 (CH Phenyl), 116.75 (CH Phenyl), 119.67 (Cq 1), 120.96 (CH Phenyl), 122.32 (CH 7), 124.69 (Cq 

5a), 125.73 (CH Phenyl, CH 9), 125.94 (CH Phenyl), 127.90 (CH Phenyl), 128.71 (CH 8), 130.76 (Cq 

Phenyl), 131.11 (CH 2), 131.21 (Cq Phenyl), 136.87 (Cq 3a), 138.12 (Cq 9a), 146.17 (Cq 4), 170.13 
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(C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 497.1 [M+H]+. HRMS calculated for C29H29N4O4 497.2189, found 

497.2198. 

4.1.4.15. tert-butyl 3-(4-(tert-butoxy)phenyl)-2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-

yl)amino)propanoate (9h) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7h (0.260 g, 0.57 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.170 g, 1.72 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.028 g, 0.028 mmol) and sodium carbonate (0.101 g, 1.15 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (22% yield). C33H36N4O5. MW: 568.66 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.24 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 1.33 (s, 9H, 3xCH3 OtBu), 3.12 (m, 1H, 

CH2 β), 3.26 (m, 1H, CH2 β), 4.81 (m, 1H, CH α), 6.80 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 6.88 (s, 1H, CH 

Phenyl), 6.90 (dd, 2H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.92 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.01 (m, 1H, CH 7), 

7.25 (d, 2H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.30 (m, 1H, CH 8), 7.34 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.45 (s, 1H, CH 2), 

7.54 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.57 (d, 1H, J = 8 Hz, NH), 9.31 (s, 1H, C-OH Phenyl), 9.40 (s, 1H, C-OH 

Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 28.05 (CH3 tBu), 28.95 (CH3 tBu), 36.64 (CH2 β), 55.87 

(CH α), 78.12 (Cq tBu), 80.91 (Cq tBu), 115.90 (CH 6), 116.46 (CH Phenyl), 117.87 (CH Phenyl), 121.08 

(Cq 1), 122.05 (CH Phenyl), 122.91 (CH 7), 124.00 (2xCH Phenyl), 126.07 (Cq 5a), 126.49 (CH 8), 

127.21 (CH 9), 130.33 (2xCH Phenyl), 132.26 (CH 2), 132.62 (Cq 3a), 137.46 (Cq 9a), 146.02 (Cq 4), 

147.11 (Cq Phenyl), 147.22 (Cq Phenyl), 154.05 (2xCq Phenyl), 171.75 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

569.3 [M+H]+. HRMS calculated for C33H37N4O5 569.2764, found 569.2773. 

4.1.4.16. tert-butyl 2-((tert-butoxycarbonyl)amino)-5-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-

a]quinoxalin-4-yl)amino)pentanoate (9i) 

Same procedure used for the synthesis of 9a (see 4.1.4.8.). To a mixture of 7i (0.460 g, 0.86 mmol) in 

DME/H2O (2/1, 15 mL) were added compound 12 (0.330 g, 2.15 mmol), tetrakis (triphenylphosphine) 

palladium (0.050 g, 0.043 mmol) and sodium carbonate (0.182 g, 1.72 mmol) in a microwave-adapted 

vial. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 80/20 

to 50/50. The compound is obtained as a white solid (30% yield). C30H37N5O6. MW: 563.64 g/mol. 1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.33 (s, 9H, CH-COOtBu), 1.39 (s, 9H, NH-COOtBu), 1.66 (m, 2H, 

CH2 β), 1.72 (m, 2H, CH2 γ), 3.56 (m, 2H, CH2 δ), 3.90 (m, 1H, CH α), 6.79 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 

Phenyl), 6.87 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.90 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 6.95 (m, 1H, CH 7), 7.17 (d, 

1H, J = 8 Hz, NH-CH α), 7.27 (m, 1H, CH 8), 7.31 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.40 (s, 1H, CH 2), 7.56 (dd, 

1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.69 (t, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 δ), 9.35 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 

MHz, DMSO-d6): 26.80 (CH2 β), 28.04 (CH3 tBu), 28.67 (CH3 tBu), 30.42 (CH2 γ), 39.79 (CH2 δ), 54.78 

(CH α), 78.46 (Cq tBu), 80.53 (Cq tBu), 115.79 (CH 6), 116.45 (CH Phenyl), 117.86 (CH Phenyl), 121.29 

(Cq 1), 122.01 (CH Phenyl), 122.06 (CH 7), 125.76 (Cq 5a), 126.29 (CH 8), 127.03 (CH 9), 131.91 (CH 2), 

138.20 (Cq 3a), 146.02 (Cq 4), 147.05 (Cq Phenyl), 148.03 (Cq Phenyl), 156.02 (Cq 9a), 172.34 (C=O). 

MS (ESI +, QTof, m/z): 564.3 [M+H]+. HRMS calculated for C30H38N5O6 564.2822, found 564.2827. 

4.1.5.  Cleavage of the protective groups 

4.1.5.1. 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)propanoic acid (10b) 
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To a cooled (0°C) solution of 8b (0.170 g, 0.36 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (20 mL) was added boron 

tribromide (2.1 mL, 2.1 mmol). The resulting solution was allowed to warm to room temperature and 

stirred until complete consumption of the starting material (1–3h, monitored by TLC). The solution 

was neutralized by addition of saturated aqueous sodium bicarbonate (20 mL). The crude mixture 

was extracted with CH2Cl2 (3 x 20 mL). The organic phase was dried on sodium sulfate, filtered and 

concentrated under reduced pressure. The product was purified by flash chromatography eluted 

with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained as a white solid (71% 

yield). C21H20N4O4. MW: 392.41 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.24 (s, 1H, COOH), 1.53 

(d, 3H, J = 8 Hz, CH3 β), 3.75 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.87 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.62 (m, 1H, CH α), 7.02 

(m, 1H, CH 7), 7.11 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.13 (s, 1H, CH Phenyl), 7.17 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 

Phenyl), 7.31 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.34 (m, 1H, CH 8), 7.50 (s, 1H, CH 2), 7.52 (d, 1H, J = 4 Hz, 

NH), 7.60 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 18.71 (CH3 β), 50.30 (CH 

α), 56.07 (OCH3 Phenyl), 56.16 (OCH3 Phenyl), 112.31 (CH Phenyl), 114.22 (CH Phenyl), 115.92 (CH 6), 

122.54 (CH 7), 122.70 (Cq 1), 123.28 (CH Phenyl), 126.54 (CH 8), 125.90 (Cq 5a), 127.21 (CH 9), 130.95 

(Cq 3a), 132.63 (CH 2), 137.99 (Cq 9a), 147.05 (Cq 4), 149.26 (Cq Phenyl), 150.132 (Cq Phenyl), 172.96 

(C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 393.0 [M+H]+. HRMS calculated for C21H21N4O4 393.1563, found 

393.1558. 

4.1.5.2. 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-methylbutanoic acid 

(10c) 

Same procedure used for the synthesis of 10b (see 4.1.5.1.). To a cooled solution of 8c (0.290 g, 0.61 

mmol)  in anhydrous CH2Cl2 (20 mL) was added boron tribromide (3.6 mL, 3.6 mmol). The product 

was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The 

compound is obtained as a white solid (80% yield). C23H24N4O4. MW: 420.46 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 0.99 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ), 1.01 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ’), 1.23 (s, 1H, COOH), 

2.38 (m, 1H, CH β), 3.74 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.87 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.55 (t, 1H, J = 16 Hz, CH α), 

6.97 (m, 1H, CH 7), 7.10 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.14 (s, 1H, CH Phenyl), 7.16 (dd, 1H, J = 8, 4 

Hz, CH Phenyl), 7.19 (d, 1H, NH-CH α), 7.28 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 6), 7.30 (m, 1H, CH 8), 7.48 (s, 1H, CH 

2), 7.54 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 19.02 (CH3 γ’), 19.96 (CH3 γ), 

31.19 (CH β), 56.06 (OCH3 Phenyl), 56.16 (OCH3 Phenyl), 59.54 (CH α), 112.31 (CH Phenyl), 114.26 (CH 

Phenyl), 115.87 (CH 6), 122.35 (CH 7), 122.75 (Cq 1), 123.29 (CH Phenyl), 125.89 (Cq 5a), 126.49 (CH 

8), 127.18 (CH 9), 130.95 (Cq Phenyl), 132.44 (CH 2), 133.40 (Cq 3a), 138.10 (Cq 9a), 147.60 (Cq 4), 

149.25 (Cq Phenyl), 150.12 (Cq Phenyl), 170.00 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 420.9 [M+H]+. HRMS 

calculated for C23H25N4O4 421.1876, found 421.1873. 

4.1.5.3. 2-((1-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-4-methylpentanoic acid 

(10d) 

Same procedure used for the synthesis of 10b (see 4.1.5.1.). To a cooled solution of 8d (0.210 g, 0.43 

mmol)  in anhydrous CH2Cl2 (20 mL) was added boron tribromide (2.5 mL, 2.53.6 mmol). The product 

was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The 

compound is obtained as a white solid (76% yield). C24H26N4O4. MW: 434.49 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 

400 MHz, DMSO-d6): 0.95 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ), 0.98 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ’), 1.24 (s, 1H, COOH), 

1.76 (m, 2H, CH2 β), 1.80 (m, 1H, CH γ), 3.74 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 3.87 (s, 3H, OCH3 Phenyl), 4.66 (t, 

1H, J = 4 Hz, CH α), 6.98 (m, 1H, CH 7), 7.11 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.13 (s, 1H, CH Phenyl), 7.17 
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(d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.29 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.33 (m, 1H, CH 8), 7.44 (d, 1H, J = 4 Hz, 

NH), 7.49 (s, 1H, CH 2), 7.56 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 22.68 

(CH3 δ), 23.69 (CH3 δ’), 25.24 (CH γ), 40.42 (CH2 β), 53.00 (CH α), 56.05 (OCH3 Phenyl), 56.15 (OCH3 

Phenyl), 112.30 (CH Phenyl), 114.24 (CH Phenyl), 115.88 (CH 6), 122.29 (CH 7), 122.77 (Cq 1), 123.27 

(CH Phenyl), 125.86 (Cq 5a), 126.49 (CH 8), 127.13 (CH 9), 130.90 (Cq 3a), 132.42 (CH 2), 138.12 (Cq 

9a), 147.44 (Cq 4), 149.25 (Cq Phenyl), 150.10 (Cq Phenyl), 172.31 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 434.9 

[M+H]+. HRMS calculated for C24H27N4O4 435.2032, found 435.2032. 

4.1.5.4. 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)acetic acid (11a) 

To a cooled (0°C) solution of 9a (0.055, 0.14 mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 

mL). The resulting solution was allowed to warm to room temperature and stirred until complete 

consumption of the starting material (1–2h, monitored by TLC). The solvent was removed under 

reduced pressure. The product was purified by flash chromatography eluted with cyclohexane/ethyl 

acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained as a white solid (92% yield). C18H14N4O4. MW: 

350.33 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.23 (s, 1H, COOH), 4.24 (d, 2H, J = 8 Hz, CH2 α), 

6.82 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.90 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.93 (s, 1H, CH Phenyl), 7.03 

(m, 1H, CH 7), 7.31 (m, 1H, CH 8), 7.35 (dd, 1H,  J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.48 (s, 1H, CH 2), 7.58 (dd, 1H, J = 

8, 4 Hz, CH 9), 8.03 (m, 1H, NH), 9.42 (m, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 

42.37 (CH2 α), 115.97 (CH 6), 116.49 (CH Phenyl), 117.86 (CH Phenyl), 120.69 (Cq 1), 122.06 (CH 

Phenyl), 122.96 (CH 7), 126.13 (Cq 5a), 126.51 (CH 8), 126.62 (CH 9), 132.36 (CH 2), 146.01 (Cq 3a), 

147.17 (Cq 9a), 147.56 (Cq 4), 152.74 (Cq Phenyl), 172.09 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 351.2 [M+H]+. 

HRMS calculated for C18H15N4O4 351.1093, found 351.1093. 

4.1.5.5. 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)propanoic acid (11b) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9b (0.040, 0.09 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 

as a white solid (88% yield). C19H16N4O4. MW: 364.35 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

1.23 (s, 1H, COOH), 1.56 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 β), 4.83 (m, 1H, CH α), 6.82 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 

6.90 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.93 (s, 1H, CH Phenyl), 7.07 (m, 1H, CH 7), 7.33 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, 

CH 6), 7.37 (m, 1H, CH 8), 7.50 (s, 1H, CH 2), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.95 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 

9.37 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 17.79 (CH3 β), 49.27 (CH α), 116.01 

(CH 6), 116.51 (CH Phenyl), 117.87 (CH Phenyl), 120.42 (Cq 1), 120.95 (Cq 5a), 122.06 (CH Phenyl), 

123.17 (CH 7), 125.80 (CH 9), 126.69 (CH 8), 131.82 (Cq 3a), 132.42 (CH 2), 132.64 (Cq 9a), 137.42 (Cq 

4), 146.06 (Cq Phenyl), 146.95 (Cq Phenyl), 147.22 (Cq Phenyl), 174.64 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

365.1 [M+H]+. HRMS calculated for C19H17N4O4 365.1250, found 365.1240. 

4.1.5.6. 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-methylbutanoic acid (11c) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9c (0.035, 0.08 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 

as a white solid (91% yield). C21H20N4O4. MW: 392.41 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

1.04 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ), 1.07 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 γ’), 1.18 (s, 1H, COOH), 2.36 (m, 1H, CH β), 4.75 

(m, 1H, CH α), 6.82 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.90 (d, 1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.94 (d, 1H, J = 
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8, 4 Hz, CH Phenyl), 7.06 (m, 1H, CH 7), 7.17 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 7.33 (m, 1H, CH 8), 7.38 (dd, 1H, J = 

8, 4 Hz, CH 6), 7.51 (s, 1H, CH 2), 7.60 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 9.40 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ 

(ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 18.86 (CH3 γ’), 19.63 (CH3 γ), 30.50 (CH β), 58.70 (CH α), 115.98 (CH 6), 

116.49 (CH Phenyl), 117.86 (CH Phenyl), 120.83 (Cq 1), 122.07 (CH Phenyl), 123.29 (CH 7), 126.05 (Cq 

5a), 126.72 (CH 8), 126.94 (CH 9), 132.12 (CH 2), 132.52 (Cq Phenyl), 132.82 (Cq 3a), 137.42 (Cq 9a), 

146.06 (Cq 4), 147.23 (Cq Phenyl), 147.47 (Cq Phenyl), 171.62 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 393.2 

[M+H]+. HRMS calculated for C21H21N4O4 393.1563, found 393.1561. 

4.1.5.7. 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-4-methylpentanoic acid 

(11d) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9d (0.050, 0.11 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 

as a white solid (78% yield). C22H22N4O4. MW: 406.43 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

0.93 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ), 0.98 (d, 3H, J = 8 Hz, CH3 δ’), 1.42 (s, 1H, COOH), 1.69 (m, 1H, CH2 β), 1.78 

(m, 1H, CH γ), 2.02 (m, 1H, CH2 β), 4.85 (t, 1H, J = 4 Hz, CH α), 6.82 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.90 (s, 

1H, CH Phenyl), 6.93 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 7.07 (m, 1H, CH 7), 7.33 (m, 1H, CH 8), 7.36 (dd, 1H, 

J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.50 (s, 1H, CH 2), 7.59 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.90 (d, 1H, J = 4 Hz, NH), 9.38 (s, 

2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 20.74 (CH3 δ), 22.28 (CH3 δ’), 24.07 (CH γ), 

39.08 (CH2 β), 50.92 (CH α), 114.92 (CH 6), 115.42 (CH Phenyl), 116.77 (CH Phenyl), 119.82 (Cq 1), 

120.98 (CH Phenyl), 122.10 (CH 7), 124.67 (Cq 5a), 125.64 (CH 8), 125.72 (CH 9), 130.79 (Cq 3a), 

131.28 (CH 2), 144.99 (Cq 9a), 146.14 (Cq 4), 146.28 (Cq Phenyl), 157.42 (Cq Phenyl), 173.51 (C=O). 

MS (ESI +, QTof, m/z): 407.1 [M+H]+. HRMS calculated for C22H23N4O4 407.1719, found 407.1712. 

4.1.5.8. 6-amino-2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)hexanoic acid (11e) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9e (0.035, 0.06 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 

as a white solid (84% yield). C22H23N5O4. MW: 421.45 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

1.23 (s, 1H, COOH), 1.49 (m, 2H, CH2 γ), 1.60 (m, 2H, CH2 δ), 2.01 (m, 2H, CH2 β), 2.83 (m, 2H, CH2 ε), 

4.77 (m, 1H, CH α), 6.81 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.90 (s, 1H, CH Phenyl), 6.93 (d, 1H, J = 4 Hz, CH 

Phenyl), 7.06 (m, 1H, CH 7), 7.33 (m, 1H, CH 8), 7.37 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.47 (s, 1H, CH 2), 7.58 

(dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.64 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 7.69 (m, 2H, NH2), 9.44 (m, 2H, C-OH 

Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 22.04 (CH2 γ), 26.08 (CH2 δ), 29.65 (CH2 β), 38.04 (CH2 

ε), 52.17 (CH α), 114.84 (CH 6), 115.40 (CH Phenyl), 116.79 (CH Phenyl), 120.96 (CH Phenyl), 121.87 

(CH 7), 124.88 (Cq 5a), 125.49 (CH 8), 126.01 (CH 9), 130.49 (Cq 1), 131.14 (CH 2), 131.69 (Cq 3a), 

136.24 (Cq 9a), 145.00 (Cq 4), 146.10 (Cq Phenyl), 146.51 (Cq Phenyl), 157.59 (Cq Phenyl), 173.29 

(C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 422.1 [M+H]+. HRMS calculated for C22H24N5O4 422.1828, found 

422.1834. 

4.1.5.9. 5-amino-2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)pentanoic acid (11f) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9f (0.055, 0.09 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 
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as a white solid (10% yield). C21H21N5O4. MW: 407.42 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 
1H 

NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.72 (m, 2H, CH2 γ), 1.91 (m, 1H, CH2 β), 2.09 (m, 1H, CH2 β), 2.68 

(m, 1H, CH2 δ), 2.80 (m, 1H, CH2 δ), 4.32 (m, 1H, CH α), 6.69 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 6.80 (d, 1H, J 

= 8 Hz, CH Phenyl), 6.89 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.97 (m, 1H, CH 7), 7.29 (m, 1H, CH 8), 7.36 (dd, 

1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.40 (s, 1H, J = 4 Hz, CH 2), 7.46 (d, 1H, J = 4 Hz, NH-CH α), 7.57 (dd, 1H, J = 8, 4 

Hz, CH 9), 8.69 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 23.61 (CH2 γ), 29.41 (CH2 

β), 40.41 (CH2 δ), 54.57 (CH α), 115.88 (CH 6), 116.50 (CH Phenyl), 117.95 (CH Phenyl), 121.23 (Cq 1), 

122.04 (CH 7), 122.18 (CH Phenyl), 125.85 (Cq 5a), 126.39 (CH 8), 127.17 (CH 9), 132.08 (CH 2), 

133.25 (Cq 3a), 138.31 (Cq 9a), 146.07 (Cq 4), 146.84 (Cq Phenyl), 147.12 (Cq Phenyl), 174.19 (C=O). 

MS (ESI +, QTof, m/z): 408.2 [M+H]+. HRMS calculated for C21H22N5O4 408.1672, found 408.1668. 

4.1.5.10. 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-phenylpropanoic acid 

(11g) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9g (0.045, 0.09 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 

as a white solid (87% yield). C25H20N4O4. MW: 440.45 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

1.23 (s, 1H, COOH), 3.36 (m, 2H, CH2 β), 5.05 (m, 1H, CH α), 6.81 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 6.89 (d, 

1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.91 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.05 (m, 1H, CH 7), 7.17 (t, 1H, J = 8 Hz, CH 

Phenyl), 7.26 (t, 2H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.32 (m, 1H, CH 8), 7.34 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.36 (m, 

2H, CH Phenyl), 7.48 (s, 1H, CH 2), 7.61 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9),  7.77 (m, 1H, NH), 9.39 (s, 2H, C-OH 

Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 35.61 (CH2 β), 5.31 (CH α), 114.91 (CH 6), 115.40 (CH 

Phenyl), 116.75 (CH Phenyl), 119.75 (Cq 1), 120.96 (CH Phenyl), 122.23 (CH 7), 124.71 (Cq 5a), 125.64 

(CH 9), 125.88 (CH 8), 127.67 (CH Phenyl), 128.58 (CH Phenyl), 130.78 (Cq Phenyl), 131.35 (CH 2), 

137.26 (Cq 3a), 138.42 (Cq 9a), 144.98 (Cq Phenyl), 146.14 (Cq 4), 157.48 (Cq Phenyl), 157.77 (Cq 

Phenyl), 172.35 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 441.2 [M+H]+. HRMS calculated for 

C25H21N4O4 441.1563, found 441.1569. 

4.1.5.11. 2-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)-3-(4-

hydroxyphenyl)propanoic acid (11h) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9h (0.030, 0.06 

mmol) in anhydrous CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash 

chromatography eluted with cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained 

as a white solid (89% yield). C25H20N4O5. MW: 456.45 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

1.29 (s, 1H, COOH), 3.23 (m, 2H, CH2 β), 5.02 (m, 1H, CH α), 6.71 (d, 2H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 6.86 (dd, 

1H, J = 8, 4 Hz, CH Phenyl), 6.94 (d, 1H, CH Phenyl), 6.98 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.12 (m, 1H, CH 

7), 7.17 (d, 2H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.38 (m, 1H, CH 8), 7.41 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.53 (s, 1H, CH 

2), 7.61 (m, 1H, NH), 7.64 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 9.38 (m, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 

MHz, DMSO-d6): 36.01 (CH2 β), 55.24 (CH α), 115.56 (2xCH Phenyl), 115.96 (CH 6), 116.47 (CH 

Phenyl), 117.82 (CH Phenyl), 120.86 (Cq 1), 122.05 (CH Phenyl), 123.19 (CH 7), 125.81 (Cq 5a), 126.68 

(CH 9), 126.70 (CH 8), 130.59 (2xCH Phenyl), 132.35 (Cq 3a), 132.48 (CH 2), 137.32 (Cq 9a), 146.03 (Cq 

4), 147.05 (Cq Phenyl), 147.19 (Cq Phenyl), 156.44 (Cq Phenyl), 173.55 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 

457.1 [M+H]+. HRMS calculated for C25H21N4O5 457.1512, found 457.1514. 
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4.1.5.12. 2-amino-5-((1-(3,4-dihydroxyphenyl)imidazo[1,2-a]quinoxalin-4-yl)amino)pentanoic acid 

(11i) 

Same procedure for the synthesis of 11a (see 4.1.5.4). To a cooled (0°C) solution of 9i in anhydrous 

CH2Cl2 (10 mL) was added TFA (5 mL). The product was purified by flash chromatography eluted with 

cyclohexane/ethyl acetate 90/20 to 40/50. The compound is obtained as a white solid (79% yield). 

C21H21N5O4. MW: 407.42 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 1.23 (s, 1H, COOH), 1.85 (m, 

2H, CH2 γ), 1.88 (m, 2H, CH2 β), 3.65 (m, 2H, CH2 δ), 4.00 (m, 1H, CH α), 6.80 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 

Phenyl), 6.89 (d, 1H, J = 4 Hz, CH Phenyl), 6.92 (d, 1H, J = 8 Hz, CH Phenyl), 7.11 (m, 1H, CH 7), 7.35 

(dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 6), 7.39 (m, 1H, CH 8), 7.51 (s, 1H, CH 2), 7.55 (dd, 1H, J = 8, 4 Hz, CH 9), 7.66 

(t, 1H, J = 4 Hz, NH-CH2 δ), 8.24 (s, 2H, NH2), 9.40 (s, 2H, C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, 

DMSO-d6): 24.80 (CH2 γ), 28.04 (CH2 β), 39.99 (CH2 δ), 52.30 (CH α), 116.12 (CH 6), 116.51 (CH 

Phenyl), 117.77 (CH Phenyl), 120.74 (Cq 1), 121.96 (CH Phenyl), 123.27 (CH 7), 125.76 (Cq 5a), 126.83 

(CH 8), 129.28 (CH 9), 132.68 (CH 2), 138.42 (Cq 3a), 146.12 (Cq 4), 147.29 (Cq Phenyl), 158.41 (Cq 

Phenyl), 158.75 (Cq 9a), 171.54 (C=O). MS (ESI +, QTof, m/z): 408.2 [M+H]+. HRMS calculated for 

C21H22N5O4 408.1672, found 408.1668. 

4.1.6. 3,4-dihydroxyphenylboronic acid (12) 

To a cooled (0°C) solution of 3,4-dimethoxyphenylboronic acid (0.800 g, 4.39 mmol) in anhydrous 

CH2Cl2 (50 mL) was added boron tribromide (10 mL, 10 mmol). The resulting solution was allowed to 

warm to room temperature and stirred until complete consumption of the starting material (1–2h, 

monitored by TLC). The solution was neutralized by addition of methanol (50 mL). The crude mixture 

was concentrated under reduced pressure. The compound was obtained as a white solid (84% yield) 

and used without purification. C6H7BO4. MW: 153.93 g/mol. 1H NMR δ (ppm, 400 MHz, DMSO-d6): 

2.08 (s, 2H, B-OH), 6.47 (s, 1H, CH Phenyl), 6.60 (s, 1H, CH Phenyl), 6.71(s, 1H, CH Phenyl), 8.00 (s, 2H, 

C-OH Phenyl). 13C NMR δ (ppm, 100 MHz, DMSO-d6): 108.10 (CH Phenyl), 116.14 (CH Phenyl), 

119.73(CH Phenyl), 145.73 (C-OH). MS (ESI +, QTof, m/z): 153.2 [M-H]-. HRMS calculated for 

C6H6O4B 153.0359, found 153.0358. 

4.2. Cell lines and culture techniques 

Melanoma (A375) human cancer cell line is obtained from American Type Culture Collection 

(Rockville, Md., USA). Cells were cultured in RPMI medium containing RPMI-1640 (Gibco 

Laboratories, France), 10% heat-inactived (56°C) foetal bovine serum (FBS) (Polylabo, Paris, France), 2 

mM L-glutamine, 100 IU/mL penicillin G sodium, 100 mg/mL streptomycin sulfate, and 0.25 mg/mL 

amphotericin B. Cells were maintained in a humidified atmosphere of 5% CO2 in air at 37°C. 

4.3. In vitro cytotoxicity assay 

Previously to the experiments, the number of cells by well, the doubling time and the MTT 

concentration have been optimized. In all the experiments, A375 cells were seeded at a final 

concentration of 5000 cells/well in 96-well microtiter plates and allowed to attach overnight. After 

24 h incubation, the medium (phosphate-buffer saline pH 7.3) was aspirated carefully from the plates 

using a sterile Pasteur pipette, and cells were exposed (i) to vehicle controls (0.15% DMSO/culture 

medium (v/v) and culture medium alone), (ii) to EAPB02303, EAPB02302 and the synthesized 

compounds at concentrations of 10-5
–3.2.10-9 M dissolved in a mixture 0.15% DMSO/culture medium 
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(v/v). After 96 h of incubation, cell supernatant was removed and 100 μL of a MTT (3-[4.5-

dimethylthiazol-2-yl]-2.5-diphenyltetrazolium bromide) solution in fresh medium was added per well 

(MTT final concentration of 0.5 mg/ml) and incubated for 4 h at 37°C. This colorimetric assay is based 

on the ability of live and metabolically unimpaired tumor-cell targets to reduce MTT to a blue 

formazan product. At the end of the incubation period, the supernatant was carefully aspirated, 

then, 100 µL of a mixture of isopropyl alcohol and 1 M hydrochloric acid (96/4, v/v) was added to 

each well. After 10 min of incubation and vigorous shaking to solubilize formazan crystals, the optical 

density was measured at 570 nm in a microculture plate reader (Dynatech MR 5000, France). For 

each assay, at least three experiments were performed in triplicate. The individual cell line growth 

curves confirmed that all A375 lines in control medium remained in the log phase of cell growth 96 h 

after plating. Cell survival was expressed as percent of vehicle control. The IC50 values defined as the 

concentrations of drugs which produced 50% cell growth inhibition; 50% reduction of absorbance, 

were estimated from the sigmoidal dose–response curves. 
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CHAPITRE 4 : Mise au point et validation d’une méthode de dosage en milieu 

biologique de l’EAPB02303 et de l’EAPB02302 par LC-MS/MS. 

I – Introduction et objectif de l’étude 

Lors du développement préclinique d’un médicament, l’utilisation d’une méthode analytique 

validée est nécessaire au bon déroulement des études in vivo, que ce soit pour les études de 

pharmacocinétique, d’efficacité ou encore de pharmacotoxicité. La validation de cette 

méthode de dosage est un prérequis indispensable afin d’obtenir des données biologiques 

fiables, interprétables et reproductibles. Cette étape de validation consiste à évaluer les 

performances du processus analytique, à les quantifier en suivant un protocole opératoire 

standardisé puis à les évaluer par rapport à des critères définis. La norme ISO/IEC 

17025:2017 définit la validation ainsi : « La validation est la confirmation par examen et 

apport de preuves objectives du fait  que  les  exigences  particulières  en  vue  d’une  

utilisation  prévue  déterminée  sont remplies » [255]. Pour mettre en place la validation 

d’une méthode de dosage, plusieurs critères doivent être évalués : la spécificité, 

l’exactitude, la fidélité, la répétabilité, les limites de détection et de quantification, la 

robustesse et la stabilité. Pour cette méthode dosage, nous avons choisi d’utiliser comme 

technique d’analyse un couplage chromatographie liquide/spectrométrie de masse en 

tandem (LC-MS/MS). 

L’analyse de composés chimiques en milieu biologique diffère quelque peu de l’analyse 

chimique classique et doit nécessiter la prise en compte de particularités liées au milieu 

biologique. Afin de pallier cet inconvénient, il convient de mettre en place une étape 

préalable de préparation des échantillons biologiques. En effet, la quantification de 

composés dans les matrices biologiques peut être à l’origine d’interférences avec le système 

d’analyse de par la complexité de ces matrices. L’effet matrice constitue le phénomène le 

plus récurrent. Il correspond à une diminution ou une augmentation du signal de l’analyte 

due à un ou des constituants de la matrice biologique à l’origine d’interférences avec le 

système d’analyse. Il est important de s’assurer que la méthode d’extraction utilisée permet 

de s’en affranchir. Cette étape de préparation va permettre à la fois de purifier l’échantillon 

biologique des constituants interférant mais également de l’enrichir ce qui permettra 

d’abaisser les limites de détection et de quantification. Après avoir optimisé les conditions 
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de prétraitement des échantillons, une étape d’optimisation des conditions 

chromatographiques est nécessaire. Ensuite, la validation de la méthode de dosage peut 

être réalisée. 

L’objectif de cette étude est de mettre au point et de valider une méthode de dosage 

permettant de quantifier l’EAPB02302 et l’EAPB02303 chez le rat puis de réaliser une mini-

validation dans les mêmes conditions chez la souris. La souris constitue l’espèce animale sur 

laquelle les premières études in vivo de pharmacocinétique puis d’efficacité seront réalisées. 

II - Matériels et méthodes 

II - 1. Spectrométrie de masse (SM)  

La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet d’obtenir des 

informations structurelles qualitatives ainsi que des informations quantitatives. Au cours des 

dernières années, la SM a pris une grande importance dans les laboratoires de bioanalyse. 

Cette technique repose sur le principe de mesure des rapports masse/charge (m/z) de 

molécules individuelles et ionisées. 

Un spectromètre de masse est composé de quatre unités distinctes. Tout d’abord, on trouve 

une source d’ionisation qui va permettre la production d’ions gazeux négatifs ou positifs 

(selon le mode d’acquisition choisi) à partir de l’échantillon à analyser (Figure 45). Les ions 

ainsi formés vont être extraits de la source vers l’analyseur où ils seront triés selon leurs 

rapports m/z. Les signaux sous forme de courant ionique vont ensuite être transmis au 

détecteur afin d’être convertis en courant électrique amplifié. Un système informatique 

permet ensuite de transformer ces signaux sous forme de « spectres de masse » présentant 

l'abondance relative des signaux en fonction de leur rapport m/z. La sensibilité et la 

spécificité de cette technique analytique et le large choix en matière de source d’ionisation 

et d’analyseur adaptables selon les composés à analyser, font de cette technique un outil 

incontournable pour la recherche clinique. 
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Figure 45. Représentation schématique d’un spectromètre de masse 

 

L’analyse en SM s’adresse à des composés purs. Pour analyser des mélanges complexes, il 

sera nécessaire de réaliser une séparation préalable des constituants. L’introduction dans la 

source des composés à analyser peut se faire de manière statique pour les composés purs 

(par une boucle d’injection) ou dynamique pour les composés en mélanges (par le couplage 

avec une technique séparative). 

II - 2. La source d’ionisation électrospray (ESI)  

La source d’ionisation électrospray est une technique d’ionisation douce mise au point en 

1984 par Fenn et Yamashita [256,257]. Cette technique basée sur le principe de nébulisation 

permet la détection de composés intacts du fait de la très faible fragmentation en source. 

Initialement, l’électrospray a été considéré comme une technique d’ionisation réservée à 

l’analyse de macromolécules biologiques [258]; mais rapidement son utilisation a été 

étendue à l’analyse de petites molécules. L’électrospray s’avère être une technique de choix 

pour un couplage avec la chromatographie liquide. 

L’électrospray utilise l'énergie électrique pour faciliter le transfert des ions de la solution 

vers la phase gazeuse avant l'analyse ce qui permet d’augmenter la sensibilité. Les composés 

neutres peuvent également être convertis en forme ionique par anionisation ou 

cationisation (selon le mode choisi), et être ainsi détectés en sortie de source. Le principe 

repose sur l’application, à pression atmosphérique, d’un fort champ électrique sur un liquide 

traversant un tube capillaire avec un faible débit. Le transfert des espèces ioniques de la 

solution vers la phase gazeuse par ESI se fait selon trois étapes : tout d’abord la dispersion 

d'un fin spray de gouttelettes chargées, suivie de l’évaporation du solvant et enfin l’éjection 

des ions des gouttelettes fortement chargées vers l’analyseur (Figure 46). 

 

163 



 

 
 
 

 

Figure 46. Mécanisme d'ionisation par électrospray d’un flux continu de solution 
d'échantillon passé à travers un capillaire en « mode positif », d’après Ho CS et al. [259]. 

 

Une nuée de gouttelettes fortement chargées avec la même polarité que la tension du 

capillaire est générée à la sortie du capillaire. Un potentiel est appliqué à la solution au 

niveau du capillaire, l’interface liquide /air se polarise et provoque la formation d’un cône. 

Lorsque l’équilibre entre la tension de surface du liquide et les forces électrostatiques est 

atteint, on parle alors de « cône de Taylor » [260]. Ces gouttelettes chargées transmettent 

un gradient de pression et un gradient de potentiel vers la région de l'analyseur du 

spectromètre de masse. A l'aide d'une température de source élevée et/ou d'un courant de 

gaz de séchage (souvent de l'azote), les gouttelettes chargées sont continuellement réduites 

en taille par évaporation du solvant, entraînant une augmentation de la densité de charge de 

surface et une diminution du rayon des gouttelettes [261]. Enfin, la force du champ 

électrique à l'intérieur de la gouttelette chargée atteint un point critique qui permet aux ions 

à la surface des gouttelettes d’être éjectés dans la phase gazeuse. Les ions émis sont ensuite 

accélérés vers l'analyseur.  
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II - 3. Principe de l’analyseur quadripolaire  

Un analyseur quadripolaire est constitué de quatre électrodes parallèles de section 

hyperbolique ou cylindrique soumises deux à deux à un potentiel φ0 composé d’une tension 

continue U et d’une tension alternative V de haute fréquence (ω) tel que: 

φ0 = U - V cos ωt 

Un champ électrostatique quadripolaire est ainsi créé entre les quatre électrodes. Le 

principe de fonctionnement est décrit par Paul et Steinwedel en 1953 [262] et son utilisation 

comme analyseur en spectrométrie de masse est proposée dès l’année 1958 [263]. Les ions 

expulsés de la source d’ionisation arrivent dans l’analyseur et subissent l’effet du champ 

quadripolaire (Figure 47). Les différentes valeurs de tension peuvent engendrer deux types 

de trajectoire pour les ions : une trajectoire stable pour laquelle les ions oscillent autour de 

l’axe de l’analyseur et une trajectoire instable pour laquelle les ions s’écartent de l’axe de 

l’analyseur et seront donc perdus.  

 

 

Figure 47. Principe de fonctionnement d’un analyseur quadripolaire. 
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La trajectoire d’un ion ne sera stable que pour certaines combinaisons des paramètres de 

masse, de tensions (U et V) et de fréquence. Les ions qui suivent une trajectoire stable sont 

résonnants et arrivent sur le détecteur où ils engendrent un courant électrique. Pour les ions 

non résonnants, la trajectoire parcourue n’étant pas stable, ils sont perdus dans l’analyseur. 

La trajectoire oscillante des ions est régie par l’équation de Mathieu (1886): 

 

Les coordonnées à l’instant t des ions sont définies selon les axes x et y (la direction z étant 

indépendante du champ quadripolaire). La valeur r0 correspond à la moitié de la distance 

entre 2 électrodes. Les valeurs U, V et ω déterminent la stabilité des ions qui pénètrent dans 

le quadripôle. La solution à cette équation permet de définir les domaines de stabilité des 

ions en fonction des tensions U et V.  

Plusieurs modes d’utilisation sont possibles : 

- Le mode « full scan » : l’analyseur est scanné de manière séquentielle pour qu’un seul 

rapport m/z à la fois soit pris en compte par l’analyseur. 

- Le mode « single Ion monitoring » (SIM) : un seul ion cible de rapport m/z fixé est 

recherché. Ce mode permet une excellente sensibilité pour la quantification mais dans les 

matrices biologiques il peut manquer de sélectivité (en cas d’ions de même masse au sein de 

la matrice). 

Les avantages de cet analyseur sont nombreux : 

- Le contrôle des tensions U et V est aisé et permet d’acquérir une grande vitesse de 

balayage.  

- Le passage du mode d’ionisation positif à négatif (ou l’inverse) est simple et peut être 

pulsé. 

- Les coûts d’achat et d’entretien sont peu onéreux. 

- Le couplage est possible avec la chromatographie liquide. 

- C’est un outil très efficace pour la spectrométrie de masse en tandem. 
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II – 4. L’analyseur triple quadripolaire (QqQ) et la spectrométrie de masse en 

tandem (MS/MS) 

La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) permet de fragmenter les ions précurseurs 

en donnant des ions fragments. Ces ions fragments servent à accéder à la structure d’une 

molécule inconnue ou à identifier et quantifier une molécule connue. L’association de trois 

analyseurs quadripolaires en série permet une fragmentation dans l’espace. Le premier 

analyseur quadripôle Q1 permet la sélection de l’ion précurseur. Le second quadripôle n’a 

pas le rôle d’un analyseur ; il sert de cellule de collision dans laquelle l’ion précurseur est 

fragmenté en divers ions fragments. Le troisième quadripôle sert d’analyseur pour la 

séparation des ions fragments selon le rapport m/z (Figure 48). 

 

Figure 48. Structure et principe de fonctionnement d’un analyseur triple quadripolaire. 

Il existe quatre modes d’acquisition possibles en spectrométrie de masse en tandem :  

- Le balayage des ions fragments (product ion scan) : focalisation sur un ion de m/z fixé dans 

le premier analyseur (Q1) qui va subir la fragmentation dans la cellule de collision (Q2) puis 

analyse des ions fragments dans le dernier analyseur (Q3). 

- Le balayage des ions parents (precursor ion scan) : focalisation sur un ion de m/z fixé dans 

le second analyseur quadripôle (Q3) et balayage des ions dans le premier quadripôle (Q1). 

Dans ce cas, il y a détection de tous les ions qui produisent l’ion sélectionné après 

fragmentation. 

- Le balayage en perte de neutre (neutral loss scan) : balayage en parallèle entre le premier 

et le second analyseur quadripôle (Q1 et Q3) avec un décalage de masse correspondant à 
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une perte d’un fragment neutre. Cela permet de détecter tous les ions qui se fragmentent 

avec perte de neutre. 

- La détection de réaction(s) sélectionnée(s) : sélection d’une réaction (SRM pour Single 

Reaction Monitoring) ou de plusieurs réactions de fragmentation (MRM pour Multiple 

Reaction Monitoring). Ce mode de fonctionnement présente une double sélectivité, au 

niveau des sélections de l'ion précurseur et de l'ion fragment. Dans le mode SRM, le premier 

analyseur est focalisé sur un ion précurseur puis fragmenté dans la cellule de collision et 

enfin le second analyseur est focalisé sur les ions fragments issu de cette fragmentation. 

Pour le mode MRM, il s’agit de suivre en simultanée plusieurs réactions selon le même 

principe. La sensibilité de ces deux modes de détection est particulièrement améliorée par 

rapport aux autres modes d’acquisition, faisant du SRM et du MRM des modes de choix pour 

la quantification. 

Nous avons choisi de travailler avec le mode MRM en se basant sur deux transitions (suivis 

de fragmentation) afin d’être plus spécifique. Chaque transition prend en compte l’ion 

parent et le fragment spécifique majoritaire. 

II - 5. Couplage de la chromatographie liquide à la spectrométrie de masse 

La Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP) est une technique analytique 

permettant de séparer les composants d’un mélange complexe selon leurs caractéristiques 

physico-chimiques. Elle est fréquemment utilisée pour l'identification, la séparation et le 

dosage de composés chimiques. Pour notre étude, nous avons utilisé une chromatographie 

de partage à polarité de phase inversée. Dans ce cas-là, la phase stationnaire est composée 

d’une colonne apolaire (silice greffée par des groupements alkyls ou phényls) alors que la 

phase mobile est composée d’un mélange polaire (de l’eau ou une solution tamponnée 

associée à un solvant organique tel que l’acétonitrile ou le méthanol) [264]. Le couplage de 

la chromatographie liquide avec la spectrométrie de masse à source d’ionisation par 

électrospray (LC/ESI-MS) constitue une technique analytique très puissante qui est capable 

d’analyser des petites et des grosses molécules de polarités différentes au sein d’un 

échantillon biologique complexe. La performance de ce couplage peut être encore améliorée 

par l’utilisation de chromatographie liquide ultra haute performance (UHPLC), couplée avec 

des spectromètres de masse haute résolution (HRMS).  
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II - 6. Méthodologie 

II - 6. 1. Molécules étudiées 

L’EAPB02302 et l’EAPB02303 sont les composés ayant fait l’objet d’une validation de 

méthode de dosage en milieu biologique. Pour cette étude, nous avons choisi d’utiliser un 

étalon interne issu de la même famille chimique : l’EAPB0602 (3-(4-aminoimidazo[1,2-

a]quinoxalin-1-yl)phénol). Ce composé présente un groupement phénol en position 1 et une 

fonction amine primaire en position 4 (Figure 49). L’ajout de l’étalon interne en quantité 

parfaitement connue dans tous les échantillons nous permet de quantifier l’EAPB02303 et 

l’EAPB02302 de façon relative. L’intensité du signal obtenu pour chaque analyte est 

rapportée à l’intensité du signal de l’étalon interne et permet d’obtenir un rapport des 

concentrations entre l’analyte et l’étalon interne. 

 

Figure 49. Structure chimique de l’EAPB02303, de l’EAPB02302 et de l’EAPB0602. 

 

Un étalon interne doit posséder des propriétés physiques et chimiques proches de celles des 

analytes à doser. Idéalement, un marquage du composé à doser (aux isotopes stables du 

carbone 13 ou de l’azote 15 par exemples) permet une coélution et une ionisation similaire 

entre l’analyte et l’étalon. L’inconvénient de cette méthode est son coût important. Pour 

cette raison, nous n’avons pas pu utiliser cette méthode. L’étalonnage interne avec un 

composé de la même famille chimique représente une bonne alternative. 
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II - 6. 2. Prétraitement des échantillons biologiques 

L’un des inconvénients de l’analyse par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie 

de masse est sa susceptibilité à l’effet matrice [265]. L’effet matrice est dépendant du type 

d’ionisation utilisée, du type de matrice biologique et du prétraitement des échantillons. Les 

recommandations émanant de la FDA indiquent que l’effet matrice doit être évalué lors du 

développement et de la validation d’une méthode de dosage afin de garantir que la fidélité, 

la sélectivité et la sensibilité de la méthode ne soient pas compromis [266]. La diminution ou 

l’augmentation du signal analytique par l’effet matrice peut être une limitation à la 

validation d’une méthode de dosage. Pour passer outre cette contrainte, il est primordial de 

réaliser un prétraitement des échantillons biologiques. Pour cela, il existe quatre types de 

préparation d’échantillons utilisés  en  bioanalyse [267]: la précipitation de protéines (PP), 

l’extraction liquide-liquide (LLE), l’extraction sur support solide (SPE) et la commutation de 

colonnes (column-switching). 

Dans le cadre de cette étude, nous avons testé plusieurs solvants afin de réaliser un 

prétraitement des échantillons biologiques par extraction liquide-liquide (acétonitrile, 

méthanol, acétate d’éthyle, chloroforme et dichlorométhane). Parmi ceux-ci, seul l’acétate 

d’éthyle nous a permis de limiter la perte d’analyte lors de cette étape. Par conséquent, 

nous avons choisi de faire subir à tous les échantillons biologiques une extraction par ce 

solvant. 
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III – Critères de validation, résultats et discussion 

La validation d’une méthode de dosage en bioanalyse est une étape fondamentale lors du 

développement de nouveaux composés jusqu'à l'enregistrement auprès des autorités de 

santé. Pour ce faire, notre démarche de validation s’appuie sur les critères internationaux de 

recommandations pour la validation de méthode bioanalytique pour l'industrie 

pharmaceutique émanant de la FDA et de l’EMA [268–270]. Nous nous sommes également 

appuyés sur l’International Conference on Harmonisation (ICH) qui établit les exigences 

minimales pour la validation des méthodes de dosages en bioanalyse [271]. 

III - 1. Critères de validation 

III - 1. 1. Spécificité 

La spécificité est définie selon la norme ISO/AWI 5725-1 comme étant la capacité de la 

méthode à permettre une évaluation non équivoque de l’analyte en présence de 

composants qui sont susceptibles d’être présents. Dans notre étude, il s’agit de prouver que 

les constituants du milieu biologique n’interfèrent pas avec la détection et la quantification 

des composés. Nous cherchons donc à mettre en évidence l’absence d’effet matrice.  

III - 1. 2. Linéarité 

La linéarité d’une procédure analytique est sa capacité à obtenir, à l’intérieur d’un intervalle 

de dosage, des résultats directement proportionnels à la concentration (quantité) de la 

substance à examiner dans l’échantillon. 

III - 1. 3. Exactitude 

L’exactitude correspond au degré de concordance entre la valeur expérimentale et la valeur 

de référence ou la valeur considérée comme vraie par convention. 

III - 1. 4. Fidélité 

La fidélité est définie par l’étroitesse d'accord entre une série de mesures obtenues dans des 

conditions prescrites à partir de prises d'essais multiples provenant d'un même échantillon 

homogène. Elle a été estimée en calculant la répétabilité (exprime la fidélité évaluée dans 

171 



 

 
 
 

des conditions opératoires identiques et dans un court intervalle de temps) et la fidélité 

intermédiaire (exprime la variabilité intra-laboratoire). 

III - 1. 5. Intervalle de validité 

L’intervalle de validité d’une méthode est compris entre la concentration (quantité) la plus 

élevée et la plus faible de la substance à analyser pour lesquels il a été démontré que la 

méthode présente une fidélité, une exactitude et une linéarité satisfaisantes. 

III - 1. 5. Limite de détection et limite de quantification 

La limite de quantification d’une méthode analytique est définie comme la quantité la plus 

faible d'analyte dans un échantillon qui peut être déterminée quantitativement avec une 

fidélité et une exactitude appropriée. De même, la limite de détection correspond à la 

quantité la plus petite d'analyte qui peut être détectée mais pas nécessairement quantifiée. 

III - 1. 6. Stabilité 

La capacité des solutions à rester stable au cours des analyses est définie à court et long 

terme lors de la validation d’une méthode de dosage. 

III - 1. 7. Robustesse  

La robustesse d’une méthode est la capacité du protocole de rester non affecté par des 

variations faibles mais délibérément introduites dans les paramètres de la méthode. 

 

III - 2. Résultats 

Les résultats de cette étude sont présentés dans l’article 3 “Liquid chromatography-

electrospray ionization-tandem mass spectrometry method for quantitative estimation of 

new imiqualine leads with potent anticancer activities in rat and mouse plasma. Application 

to a pharmacokinetic study in mice” publié par la revue Journal of Pharmaceutical and 

Biomedical Analysis, le 22 Octobre 2017. 
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III - 3. Discussion 

Une méthode analytique utilisant la LC-MS/MS a été mise au point et validée afin de 

quantifier l’EAPB02303 et l’EAPB02302 dans le plasma de rat et le plasma de souris. Cette 

méthode permet de quantifier de manière simultanée les deux composés leaders des 

Imiqualines de deuxième génération. Les performances de la méthode ont été évaluées sur 

la base de différentes courbes d’étalonnage et à partir d’échantillons contrôle-qualité. 

L’utilisation d’un étalon interne issu de la même famille chimique nous a permis de nous 

affranchir des variations de rendement lors de l’étape d’extraction mais également lors de 

l’étape d’ionisation par ESI. La spécificité de la spectrométrie de masse en tandem et 

l’utilisation en mode MRM permet une analyse avec une grande sensibilité et une grande 

spécificité de détection. 

Cette méthode a permis de déterminer les paramètres pharmacocinétiques de l’EAPB02303 

chez la souris suite à une administration unique par voie intrapéritonéale. Cette étude a 

également mis en évidence le fait que le composé EAPB02302 n’était pas un métabolite de 

l’EAPB02303 obtenu par déméthylation chez la souris. Cette hypothèse a été avancée car les 

composés de première génération ont présenté cette voie de métabolisme par 

déméthylation. L’utilisation à venir de cette méthode de dosage lors des études d’efficacité 

in vivo chez la souris sera particulièrement utile. 
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IV - Article 3: “Liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass 

spectrometry method for quantitative estimation of new imiqualine leads with 

potent anticancer activities in rat and mouse plasma. Application to a 

pharmacokinetic study in mice.” 

 

Article publié par la revue Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, le 22 Octobre 

2017.
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Imidazoquinoxaline derivatives (imiqualines) are a new series of anticancer compounds. Two lead com- 

pounds (EAPB0203 and EAPB0503) with remarkable in vitro and in vivo activity on melanoma and T-cell 

lymphomas have been previously identified. The modulation of the chemical structure of the most active 

compound, EAPB0503, has led to the synthesis of two compounds, EAPB02302 and EAPB02303, 7 and 40 

times more active than EAPB0503 against A375 human melanoma cancer cell line, respectively. The aim of 

this study was to develop and validate a sensitive and accurate liquid chromatography-electrospray 

ionization-tandem mass spectrometry method to simultaneously quantify EAPB02303 and its potential 

active metabolite, EAPB02302, in rat and mouse plasma. Analytes were detected in multiple reaction 

monitoring acquisition mode using an electrospray ionization detector in positive ion mode. Following a 

liquid-liquid extraction with ethyl acetate, analytes and internal standard were separated by HPLC 

reversed-phase on a C18 RP18 Nucleoshell column (2.7 µ,m, 4.6 × 100 mm). The method was validated 

according to FDA and EMA Bioanalytical Method Validation guidelines. The robustness of the method 

was assessed by introducing small variations in nine nominal analytical parameters. Statistical interpre- 

tation was performed by mean of the Student’s t-test. Standard curves were generated via unweighted 

quadratic regression of calibrators (EAPB02303: 1.95–1000 ng/mL, EAPB02302: 7.81–1000 ng/mL in rat 

plasma; EAPB02303: 0.98–1000 ng/mL, EAPB02302: 1.95–1000 ng/mL in mouse plasma). From the anal- 

ysis of QC samples, intra- and inter-assay precision and accuracy studies demonstrated %R.S.Ds. <12.5% 

and percent deviation from nominal concentration <7%. Matrix effects (mean matrix factors from 91.8- 

108.5% in rat plasma; and from 90.4-102.4% in mouse plasma) and stability assays (recoveries >87%) 

were acceptable and in accordance with the guidelines. No quantifiable carryover effect was observed. 

The LLOQs were 1.95 ng/mL for EAPB02303 and 7.81 ng/mL for EAPB02302 in rat plasma, and 0.98 ng/mL 

and 1.95 ng/mL for the two compounds in mouse plasma, respectively. This method was successfully 

implemented to support a mouse pharmacokinetic study following a single intraperitoneal adminis- 

tration of EAPB02303 in male C57Bl/6 mice. The obtained pharmacokinetic parameters of EAPB02303 

would be useful to optimize the dosing and the rhythm of administration for subsequent preclinical in 

vivo activity studies. 

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved. 
 

1. Introduction 

 
According to  estimates  from  the  International  Agency  for 

Research on Cancer (IARC), the cutaneous malignant melanoma 
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incidence has presented an exponential increase around the world 
for over 7 decades [1,2]. Melanoma is an aggressive and het- 

erogeneous skin cancer with a multifactorial development. The 

pathophysiological process implies a malignant transformation of 

the melanocytes under the influence of risk factors such as ultra- 

violet light exposure, genetic predisposition or also skin phenotype 

[3,4]. Despite the development of new anticancer agents by phar- 

maceutical industry [5], the mortality rate remains high and the 
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Fig. 1. Structural formulas of EAPB02302, EAPB02303 and EAPB0602 (internal standard). 

 

cure rate low. Therefore, the development of compounds with orig- 

inal mechanisms of action is necessary. 

Heterocyclic systems containing the quinoxaline moiety exhibit 

important biological activities. Many imidazoquinoxaline deriva- 

tives have shown interesting potential as active pharmaceutical 

products [6,7]. Our group is particularly involved in the study and 

development of new imidazo[1,2-a]quinoxaline compounds, also 

called imiqualines, which have been protected by different patents 

since 2008 [8] and granted in the USA on February 2013 and Canada 

on May 2016 [9,10]. 

Two active compounds, EAPB0203 and EAPB0503, have previ- 

ously emerged as promising drugs with interesting antitumoral 

activities against a panel of human cancer cell lines including 

melanoma, T-lymphoma, myeloid leukemia and colon carcinoma 

[11–18]. EAPB0203 has shown significant in vitro cytotoxic activity 

against A375 human melanoma cell line, 110 and 45 times higher 

than fotemustine and imiquimod, respectively [11,15]. Tested in 

vivo in M4Be xenograft female Swiss Nude mice, EAPB0203 caused a 

significant decrease in tumor growth compared to vehicle con- 

trol and fotemustine treatments [11,15]. EAPB0503 is 7–9 times 

more active than EAPB0203 on A375 human melanoma cell line and 

has been identified as our first lead compound [13,14]. Recently, 

EAPB0503 and its structural imidazo[1,2-a]quinoxaline deriva- 

tives have demonstrated major microtubule-interfering agents 

properties [19]. Studies to determine the absorption, distribution, 

metabolism, excretion, and toxicology properties of EAPB0203 and 

EAPB0503 have also been investigated [14,15,18,20,21]. 

The modulation of the chemical structures of the first identified lead 

compound (nature and/or position of the substituents) affects and 

modifies its biological properties. Among the synthesized com- 

pounds, EAPB02303 and its N-demethylated derivative, EAPB02302 

(Fig. 1), have recently been identified as new lead compounds due 

to their in vitro activities [22]. 

To perform in vivo studies, a method for assaying these com- 

pounds in biological matrices should be developed and validated. 

Furthermore, pharmacokinetic data are required to optimize doses 

and rhythm of administration during preclinical activity studies. 

In previous papers, we have found that, in all species, the 

main metabolite of EAPB0203 and EAPB0503 is formed after 

N-demethylation [14,15,18]. So, in the present paper, a liquid 

chromatography-electrospray ionization-tandem mass spectrom- 

etry method (LC-ESI–MS/MS) was developed and validated to 

simultaneous quantify EAPB02303 and its potential active metabo- 

lite, EAPB02302, in rat and mouse plasma. The robustness of the 

method was assessed by introducing small variations in nine nomi- 

nal analytical parameters. Statistical interpretation was performed 

by mean of the Student’s t-test. The choice of these two types of 

matrix is justified by the fact that during the preclinical devel- 

opment of drugs, rat is one of the principal species to be studied 

and mice xenografts are the most used in vivo melanoma models. 

Then, the validated method was used during a pharmacokinetic 

study performed in mice after intraperitoneal administration of 

EAPB02303. 

 
2. Materials and methods 

 
2.1. Chemicals and reagents 

 

EAPB02303 (4-(4-(methylamino)imidazo[1,2-a]quinoxalin-1- 

yl)benzene-1,2-diol; molecular weight, 306 Da), EAPB02302 (4-(4- 

aminoimidazo[1,2-a]quinoxalin-1-yl)benzene-1,2-diol; molecular 

weight, 292 Da) and the internal standard (IS) EAPB0602 (3-(4- 

aminoimidazo[1,2-a]quinoxalin-1-yl)phenol; molecular weight, 

276 Da) (Fig. 1), were synthesized by the “Oncopharmacochemistry 

and Cutaneous Pharmacotoxicology” laboratory (IBMM, Montpel- 

lier University, France). Briefly, they were synthesized in good 

yields via a bimolecular condensation of 2-imidazole carboxylic 

acid, followed by a coupling with ortho-fluoroaniline and subse- 

quent substitution on the imidazole ring by Suzuki Cross-Coupling 

reaction using microwave assistance [22]. The purity of the com- 

pounds (higher than 99%) was evaluated by elemental analysis and 

NMR. They were stored at 20 ◦C protected from light. 

Acetonitrile and ethyl acetate (HPLC grade) were obtained from 

Sigma-Aldrich (Saint-Louis, Missouri, USA). Dimethyl sulfoxide 

(DMSO), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT), isopropyl alcohol, and hydrochloric acid were 

obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Ammonium formate 

and formic acid were purchased from VWR Chemicals (Radnor, 

Pennsylvania, USA). All chemicals were of the highest purity 

available. 

Six different batches of drug free rat (from healthy male Sprague 

Dawley rats weighting 230–280 g) and mouse (from Swiss mice 

weighting 20–25 g) plasma pools were obtained from Janvier Labs 

(Le Genest Saint Isle, France). These plasma pools were obtained 

from blood  collected on  lithium heparinate  to prevent  coagula- 

tion. Blank matrices were aliquoted and stored at −80 ◦C until used. 
The same lot was used during the study in the preparation of stan- 
dards and quality control (QC) samples. The other lots were used 

to verify the specificity of the method and the absence of matrix 

effect. Formate buffer pH 3 was prepared by dissolving 126 mg of 

ammonium formate in 1 L of purified water; the pH was adjusted 

with formic acid. Purified water was generated by a Milli-Q reagent 

water system (Millipore, Bedford, MA, USA). 

 
2.2. In vitro cytotoxic activity study 

 
A375 cell line was obtained from American Type Culture Col- 

lection (Rockville, Md., USA). Cells were maintained in GibcoTM 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, ThermoFisher Sci- 
entific,  Illkirch-Graffenstaden,  France)  supplemented  with  10% 
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heat-inactived (56 ◦C) foetal bovine serum (FBS) (Polylabo, Paris, 

France), 2 mM L-glutamine, 100 IU/mL penicillin  G  sodium, 100 

µ,g/mL streptomycin sulfate, and 0.25 µ,g/mL amphotericin B. 

Cells were cultured in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 

37 ◦C. All studies were done with cells at 70–80% confluence. The 

day of experiment, cells were harvested with 0.02% trypsin, 0.05% 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, ThermoFisher Scientific) 

for 5 min at 37 ◦C, counted and resuspended. Then, 100 µ,L of cell 

suspension (i.e., 5000 cells/well) were seeded with a multichan- 

nel pipet into the individual wells of a 96-well tissue culture plate 

with lid (TPP, Trasadingen, Switzerland), and allowed to attach 

overnight. After 24 h of incubation, the medium was aspirated care- 

fully from the plates using a sterile Pasteur pipette, and cells were 

exposed (in six replicates) (i) to vehicle controls (1% DMSO/culture 

medium and culture medium alone), (ii) vemurafenib at concen- 

trations of 3.10−7–10−9 M, diluted in the culture medium, and 

(iii) EAPB02303 and EAPB02302 (3.10−7–10−9 M) dissolved in a 

mixture 1% DMSO/culture medium (v/v). Vemurafenib was cho- 

sen as reference instead of dacarbazine, fotemustine or imiquimod 

because this compound has shown improved rates of overall and 

progression-free survival in patients with previously untreated 

melanoma with the BRAF V600E mutation [23]. After 96 h of incu- 

bation, the supernatant of each well was aspirated and the cell 

viability was determined by MTT assay. The proliferation test is 

based on the color reaction of mitochondrial dehydrogenase in 

living cells by MTT. Thus, MTT (final concentration 5 mg/mL in 

phosphate-buffered saline pH 7.4 from ThermoFisher Scientific) 

was added to each well, which was then incubated at 37 ◦C in 5% 

CO2 for 4 h. Thereafter, the supernatant was carefully aspirated and 

the colored crystals of produced formazan were dissolved in 100 µ,L 

of a mixture of isopropyl alcohol and 1 M hydrochloric acid (96/4, 

v/v). The absorbance was measured at 570 nm on Microplate Reader 

(Dynatech MR 5000, France). 

Cell proliferation was calculated as the ratio of absorbance of 

treated group divided by the absorbance of control group, multi- 

plied by 100 to give a percentage proliferation. The individual cell 

line growth curves confirmed that all cell lines in control medium 

remained in the log phase of cell growth 96 h after plating. The 

IC50 values defined as the concentrations of drugs which produced 

50% cell growth inhibition (i.e., 50% reduction of absorbance) were 

estimated from the sigmoidal dose-response curves. 

 
 

2.3. Fragmentation pathways of EAPB02303 and EAPB02302 
 

Mass spectra were acquired on a Synapt G2-S (Waters Milford, CA) 

equipped with an ESI source fitted with a lock spray for high 

resolution mass measurements and a QTof mass analyzer configu- 

ration. Nitrogen constituted both nebulizing and desolvation gas. 

MS and MS/MS data were recorded in the positive mode between 

m/z 50 and 500 Th with a scan time of 0.1 s and an interscan delay 

of 0.015 s. The source tuning consisted of a capillary voltage of 3 

kV, a cone voltage of 30 V, a desolvation gas flow of 1000 L/h 

and source and desolvation temperatures of 140 ◦C and 450 ◦C, 

respectively. The mass spectrometer was calibrated using 1% phos- 

phoric acid in H2O/CH3CN solution (50:50, v/v). Reference solutions 

of EAPB02303 and EAPB02302 dissolved in acetonitrile–purified 

water (50:50, v/v) were infused into the ESI source at a flow rate 

of 5 µ,L/min. Exact mass spectra measurements were performed 

across the entire mass range (m/z 50–500) upon high resolution 

acquisition mode (HRMS) using leucine enkephalin infused as the 

calibration standard via the lock spray system. In MS/MS experi- 

ments, the protonated molecular ion was selected as precursor ion 

on the first quadrupole, the second quadrupole analyzer was set in 

the rf mode using argon as collision gas, and the collision energy 

varied from 25 to 50 eV to give optimal fragmentation. MassLynx v. 

4.1 (Waters) software was used for data acquisition and processing. 
 

2.4. Quantification of EAPB02303 and EAPB02302 in rat and mice 

plasma 

 
2.4.1. LC-ESI–MS/MS  analyses 

Assay development and sample analysis were performed on an 

Agilent 1100 LC system (Agilent Technologies, Les Ulis, France) 

linked with an API 3000 tandem triple quadrupole mass spec- 

trometer (ABSciex, Courtaboeuf, France). The chromatographic 

separation was conducted by injecting 5 µ,L of each reconsti- tuted 

sample extract on a C18 RP18 Nucleoshell column (2.7 µ,m, 

4.6 × 100 mm) from Macherey-Nagel (Düren, Germany) at 30 ◦C. A 

guard column (Nucleoshell RP 18, 2.7 µ,m, 4 × 2 mm) was used to 
safeguard the analytical column. A mixture of acetonitrile (eluent 

A) and 2 mM ammonium formate buffer pH 3 (eluent B) (70/30, 

v/v) was used as mobile phase at a flow rate of 0.5 mL/min without 

split. All solvents were filtered through a 0.20 µ,m millipore filter 

(Molsheim, France) before use and degassed 15 min in an ultrasonic 

bath. The autosampler was set at 4 ◦C. 

Analytes were ionized in positive ion mode using ESI probe set at 

400 ◦C. The curtain, nebulizer, and collision gases were nitrogen and 

were set at 8, 8 and 4 psi, respectively. The ion spray voltage was 

set at 5000 V, and the entrance potential at 10 V. Detection of 

EAPB02303 and EAPB02302 was performed using multiple reac- tion 

monitoring (MRM). The optimal MRM transitions for precursor ion 

[M + H]+ to specific product ion were m/z 307 → 292 and m/z 307 → 

278 for EAPB02303 (Fig1A-a of the online Data Supplement), m/z 

293 → 104, m/z 293 → 90 and m/z 293 → 77 for EAPB02302 (Fig1B-a 

of the online Data Supplement), and m/z 277 → 117 for the internal 

standard. MRM transitions and optimal compound depen- dent 

parameters are given in Table 1. The acquisition dwell time was 

150 ms for all transitions. Mass spectra were collected in scan mode 

(m/z 50–500). The LC–MS/MS system was controlled and the 

analytical data were collected and processed using Analyst soft- 

ware version 1.5 (AB Sciex). 
 

2.4.2. Stock and working solutions 

Stock solutions of EAPB02303, EAPB02302 and internal standard (IS) 

were prepared individually in DMSO at 1 mg/mL. Two sets of stock 

solutions were prepared, one for the preparation of calibra- 

tion standards and the other for the preparation of QC samples. 

They were stored at −20 ◦C until use. 
Stock solutions were extemporaneously and serially diluted in 

the mobile phase as appropriate to yield working solutions 

ranging from 19.5 to 20000 ng/mL for EAPB02303, from 39.1 to 

20000 ng/mL for EAPB02302 and at 2500 ng/mL for the inter- 

 

Table 1 

Multiple reaction monitoring transitions selected for quantitation and optimal compound dependent MS/MS parameters. 
 

 Quadrupole 1 (m/z) Quadrupole 2 (m/z) DP (V) FP (V) CE (eV) CXP (V) 

EAPB02303 307 292 61 250 41 16 

EAPB02302 293 104 61 240 63 6 

EAPB0602 (IS) 277 117 51 210 57 8 

Quadrupole 1 was set to transmit the molecular ion and quadrupole 2 to transmit the product ions. DP, declustering potential; FP, focusing potential; CE, collision energy; 

CXP, collision cell exit potential. 
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Table 2 

Robustness: Factors investigated in the design. 
 

Factors Units Limits Level (-1) Level (+1) Nominal 

LC parameters      
(1) Mobile phase flow rate mL/min ± 0.05 0.45 0.55 0.5 

(2) pH of the buffer – ± 0.3 2.7 3.3 3.0 

(3) Column temperature ◦C ± 3 27 33 30 

(4) Percentage of acetonitrile in the mobile phase % ± 2 68 72 70 

MS/MS parameters      
(5) Nebulizer gas pressure psi ± 1 7 9 8 

(6) Declustering potential V ± 6 55 67 61 

(7) Focusing potential V ± 25 225 275 250 (EAPB02303) 

  ± 24 216 264 240 (EAPB02302) 

(8) Collision energy eV ± 4 37 45 41 (EAPB02303) 

  ± 6 57 69 63 (EAPB02302) 

(9) Ion source temperature ◦C ± 40 360 440 400 

 

nal standard. Unextracted solutions containing 3.91, 62.5 and 

500 ng/mL of the two analytes and 125 ng/mL of IS in the mobile 

phase were injected before each run to check the performance of 

the LC-ESI–MS/MS system. 

 

 
2.4.3. Preparation of calibration curves and QC samples 

Drug-free plasma (200 µ,L from rat or 100 µ,L from mouse) was 

spiked with appropriate working solutions of EAPB02303 and 

EAPB02302. The final concentrations of plasma calibration 

standards  were  1.95,  7.81,  15.6,  31.3,  62.5,  125,  250,  500  and 

1000 ng/mL for EAPB02303, and 7.81 15.6, 31.3, 62.5, 125, 250, 500 

and 1000 ng/mL for EAPB02302. In mouse plasma, the lowest cali- 

bration standard was at 0.98 ng/mL for EAPB02303 and 1.95 ng/mL 

for EAPB02302 (Tables 1 and 2 of the online Data Supplement). Dif- 

ferent calibration curves were performed on the same day (n = 6) 

and on separate days (n = 14) in rat plasma. For mouse plasma, cal- 

ibration curves were obtained on separate days (n = 6). Calibration 

curves were generated by plotting the peak area ratios (analyte/IS) 

versus the nominal concentrations. Different models were tested: 

i) unweighted or weighted least-squares linear regression analy- 

sis (Y = aX + b) and ii) quadratic relationship (Y = aX2 + bX + c) with 

Y = peak area ratio and X = nominal concentration. The regression 

curve was not forced through zero. The resulting equation param- 

eters were used to calculate back-calculated concentrations for the 

calibrators that were statistically evaluated. 

QC samples were prepared in the same way by spiking drug- free 

matrices with working solutions to provide low, medium, and high 

concentrations: 3.91, 46.9, 187 and 750 ng/mL for EAPB02303 

and 11.7, 46.9, 187 and 750 ng/mL for EAPB02302. In mice plasma, 

additional QC samples were prepared at 1.95 ng/mL for EAPB02303 

and 3.91 ng/mL for EAPB02302. QC samples were used during the 

study to determine matrix effect, extraction efficiencies and sta- 

bility assays, as well as to evaluate accuracy and precision of the 

method. 

 

 
2.4.4. Sample preparation 

Calibration standards, QC samples, and study samples were 

processed using liquid-liquid extraction. The optimized sample 

pretreatment was as follows: to 200 µ,L of rat plasma or 100 µ,L of 

mouse plasma, 10 µ,L of the internal standard solution (2500 ng/mL) 

and 10 µ,L of 1% (v/v) formic acid in water were added. After vortex 

mixing for 15 s, 600 µ,L of ethyl acetate were added. The mixture 

was vigorously vortexed twice for 15 s and then centrifuged at 4 ◦C 
(5 min at 25,830g). The upper organic phase was removed and evap- 

orated to dryness at 40 ◦C under a gentle stream of nitrogen. The 

residue was reconstituted in 200 µ,L of mobile phase. The mixture 

was vortexed for 15 s and then centrifuged at 4 ◦C (5 min at 9400g). 

One hundred microliters of the supernatant were transferred into 

polypropylene autosampler vials and a 5 µ,L volume was injected 

into the LC–MS/MS system. 

 
 

2.4.5. Method validation 

Method validation was performed based on the “guidance for 

Industry Bioanalytical Method Validation” recommended by the 

Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicines 

Agency (EMA) [24–27]. 

The assay selectivity was investigated  by  using  six  individ- ual 

lots of blank plasma. Each blank sample was extracted and 

chromatographed to determine the extent to which endogenous 

plasma components may contribute to chromatographic interfer- 

ence with EAPB02303 and EAPB02302. One hemolyzed plasma was 

also checked for specificity. 

Intra-day accuracy and precision were determined by analyzing six 

replicates of each QC sample on the same day against a calibra- tion 

curve. Inter-day accuracy and precision were determined by 

analyzing QC samples on separate days against a calibration curve. 

Accuracy was expressed as percentage recovery and precision as 

relative standard deviation (R.S.D.) of replicate measurements. 

The lower limit of quantitation (LLOQ) was defined as the low- est 

concentration that could be determined with accuracy within 80–

120% and a precision <20% on a day-to-day basis. To determine the 

analytical error in the LLOQ, spiked QC samples were used. 

The matrix effect (i.e., suppression or enhancement of ionization of 

analytes by the presence of matrix components) was investigated by 

using six different batches of drug-free plasma by comparing 

peak areas of spiked samples with or without biological matrix at 

concentrations of QC samples (n = 3 replicates per QC). Matrix factor 

was defined as a ratio of the analyte peak response in the pres- 

ence of matrix ions to the analyte peak response in the absence of 

matrix ions. Matrix factor values between 0.85-1.15 were judged 

acceptable. 

The extraction efficiency of EAPB02303 and EAPB02302 from 
plasma was calculated by comparing peak areas of samples spiked 

before and after extraction at concentrations of QC samples (n ≥ 6 
replicates per QC). 

Carryover was  assessed  by injecting  blank  sample  after a 

high concentration sample or standard. The within-laboratory 

assessment of robustness was carried out with a standard solu- 

tion containing 31.3 ng/mL of the three analytes in the mobile 

phase. Nine analytical parameters (factors potentially affecting the 

results) were selected from the operating procedure: flow rate, pH 

of buffer, column temperature, composition of the mobile phase, 

nebulizer gas pressure, declustering potential, focusing potential, 

collision energy and ion source temperature. Ten percent varia- 

tions were induced in their nominal values with the exception of 

the percentage of acetonitrile in the mobile phase where a 3% vari- 

ation was considered (Table 2). One factor at the time was varied 
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to estimate the impact on the following parameters: peak areas, 

peak area ratios (analyte/EAPB0602) and retention times. In each 

run, four replicate injections of the standard solution were done. 

The mean values of each parameter measured at the nominal con- 

ditions were compared to the mean values measured at the altered 

conditions to determine the impact of each factor. The robustness of 

the method was assessed: (i) by computing the percent prediction 

errors, and (ii) by a statistical comparison of the percent prediction 

errors to zero (the expected value in absence of estimation bias) 

using a Student’s t-test. The percent prediction error was defined 

by: %prediction error = 100 x (nominal condition – altered condi- 

tion)/nominal condition. Moreover, the overall distribution of the 

absolute prediction error of each factor evaluated for robustness 

was presented using radar chart plots generated using SAS software 

(Version 9.4). The absolute prediction error of each factor is dis- 

played on an axis that starts from the center. All axes are arranged 

radially, with equal distances between each other, while maintain- 

ing the same scale between all axes. The absolute prediction error of 

each factor was plotted along its individual axis and all the absolute 

prediction errors are connected together to form a polygon. In the 

radar plots, the inner circle, the intermediate circle and the external 

circle identified the minimal, average and maximal absolute values, 

respectively. 

Ruggedness of the method was evaluated by using different 

analysts and different lots of columns and reagents; results were 

evaluated from standard curve fitting. 

 
2.4.6. Dilution integrity 

Dilution integrity was carried out to ensure the integrity of 

Table 3 

IC50 values against A375 human melanoma cancer cell line obtained in six replicates. 
 

IC 50 (nM) 

EAPB02303 10 

EAPB02302 60 

Vemurafenib 63 

EAPB0503 383 
 

 

IC50 , concentration of the compound producing 50% cell growth inhibition after 96 h 

of drug exposure, as determined by the MTT assay 

 

 
Tween 80 and sodium chloride solution 0.9% (10/10/80, v/v/v). 

Blood samples (one sample per mouse) were collected in spray- 

dried heparinized polypropylene tubes (0.5 mL, Greiner Bio-One, 

Les Ulis, France) through the  retro-orbital  sinus  at  the  follow- ing 

time-points (3 animals per time-point): 5, 10, 15, 30 min, and 

1, 2, 4, 8, and 24 h after drug administration. Before sampling, 
animals were anaesthetized with isoflurane. Blood samples were 

centrifuged at 4 ◦C (10 min at 4000g). Plasma samples were trans- 

ferred into polypropylene tubes and immediately stored at −70 ◦C 
until assay. 

At study termination animals were sacrificed by cervical dislo- 

cation. 

The assay method described in 2.4 was used to quantify 

EAPB02303 and EAPB02302 in plasma samples drawn during this 

study. 

Pharmacokinetic parameters (CL (total clearance); V1 (central 

volume of distribution); Vss (steady-state volume of distribution); 
AUC (area under curve) and terminal half-life) were computed 
from the average concentration values at each time point using 

analytes in those samples which are beyond upper limit of the ® 
the NONMEM software [28]. CL, V1 and Vss were uncorrected for 

standard curve and need to be diluted. QC samples containing 
EAPB02303 and EAPB02302 at concentrations of 1250, 2500, 5000 

and 10000 ng/mL were prepared. They were then diluted 2.5- 

, 5-, 10- and 20-fold with the same blank plasma,  respectively. Three 
aliquots of each dilution were processed along with freshly spiked 

calibration standards and analyzed by back-calculation using 
regression equation obtained. The integrity of the samples was 

considered to be maintained if % recoveries are within ± 15% 

of nominal values and % R.S.Ds. ≤ 15% at all diluted levels. 
 

2.4.7. Stability assays 

The stability of EAPB02303 and EAPB02302 stock solutions was 

tested at the storage temperature of −20 ◦C after a six-month 
period, by comparing with freshly prepared stock solutions. The 

stability of EAPB02303 and EAPB02302 in rat and mice plasma 

including (i) three freeze-thaw cycles; (ii) storage for four months 

at −20 ◦C and −80 ◦C; (iii) storage for 72 h at 4 ◦C; and (iii) bench- 
top room temperature storage (20 ◦C) for 6 h was investigated by 

analyzing QC samples against freshly prepared calibration curves. 

Each determination was performed in triplicate. In addition, the 

stability of EAPB02303 and EAPB02302 was assessed at concentra- 

tions of calibration curve in processed samples in the autosampler 

(72 h at 4 ◦C). A drug was considered stable if at least 85% of the 

intact drug was retained at the end of the study period. 

 
2.5.  Pharmacokinetic study 

 
Male C57Bl/6 mice used in this study were from Janvier Labs. 
Mean body weight was 22.8 g at the study initiation. The minimum 

and maximum weight in the group was within a range of ± 20% of 
the group mean. This research adhered to the “Principles of Labora- 
tory Animal Care” (National Institutes of Health publication #85-23, 
revised 1985). The animal study was approved by the local Animal 
Use Committee. 

Each mouse received a single intraperitoneal administration of 

37.5 mg/kg of EAPB02303 dissolved in 200 µ,L of a mixture of DMSO, 

bioavailability (F). 

 
3. Results and discussion 

 
3.1. In vitro cytotoxic activity 

 
Results are presented in Table 3. On the A375 human melanoma 

cancer cell line, EAPB02303 exhibits in vitro cytotoxic activity 6 

times higher than vemurafenib, while similar  cytotoxic  activi- ties 

are observed for EAPB02302 and vemurafenib. Interestingly, 

EAPB02303 shows an in vitro cytotoxic activity about 40 times 

higher than that of our first identified lead compound, EAPB0503 

[13]. On the other hand, the in vitro cytotoxic activities of fotemus- 

tine and imiquimod, the drugs used as references in our previous 

studies, against A375 human melanoma cancer cell line are much 

lower with IC50  values of 173 and 70 µ,M, respectively [11]. 

 
3.2. MS/MS fragmentations of EAPB02303 and EAPB02302 

 

High resolution experiments were performed in both MS and 

MS/MS mode of acquisition in order to deduce the elemental com- 

positions of the [M + H]+  precursor ions and some of the observed 

fragment  ions.  The  difference  between  the  measured  and  the 

calculated  exact  masses  was  lower  than  3 ppm  which  indicated 

relatively good mass accuracies (± 0.01 Th). QTof-MS/MS spectra 

of the [M + H]+  precursor ions at m/z 307 (EAPB02303) and m/z 

293 (EAPB02302) recorded at increasing collision energies are pre- 

sented in Fig. 1 A and B of the online Data Supplement, respectively. 

At low collision energies, EAPB02303 shows predominant frag- 

ment ions at m/z 292/291 (resulting from the loss of CH3
• (loss of 

15 Da)/CH4  (loss of 16 Da) from m/z 307) and m/z 278 (resulting 

from the loss of the imine NHCH2  (loss of 29 Da) from m/z 307). 

Although the loss of a radical is scarcely observed with soft ion- 

ization techniques as electrospray ionization (ESI), which produce 

even electron ions, such behavior has been previously described 
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Fig. 2. MS/MS spectra of EAPB02303 recorded with the QTof instrument at collision energy of 35 keV (A) and proposed fragmentation pathways (B). 

 
 

for other compounds of the same chemical series [20,21] and was 

thus expected to occur since the loss of CH3
•  radical give stable 

fragment radical cations as depicted in Fig. 2. Minor fragments are 

observed at m/z 265 (loss of the alkene C2H2 from m/z 291) via 

retro-Diels–Alder reactions and m/z 280 (loss of the nitrile CHN 

from m/z 307). A fragment ion at m/z 131, related to quinoxaline 

skeleton, is also observed giving m/z 104 by the consecutive loss 

of CHN (27 Da). The MS/MS spectrum recorded at 35 eV and the 

main fragmentation pathways are presented in Fig. 2. Increasing 

the collision energy provided more abundant low mass fragment 

ions. Fig. 1A-b of the online Data Supplement displayed all MS/MS 

spectra acquired with the QTof instrument. 

In contrast, at the same collision energy of 35 eV, EAPB02302 

shows predominant fragment ions only issued from small neutral 

losses such as CHN and H2O to give, respectively, m/z 266 and m/z 

275 (from (M + H)+ at m/z 293). These ions underwent further 

dissociations to produce secondary fragments by the loss of CHN, 

H2O, NH3 and CO as displayed in Fig. 3. In this case, the loss of a 

radical only represented minor dissociation pathways with the 

corresponding fragment ions observed at m/z 292 (loss of H•) and 

m/z 276 (loss of OH•). Fragment ions at m/z 144 and 131 related to 

quinoxaline skeleton and at m/z 104 after the loss of CHN from 

m/z 131 are also observed. Fig. 1B-b of the online Data Supple- 

ment showed all MS/MS data acquired under various dissociation 

conditions. 

The two different fragmentation patterns observed with 

EAPB02303 and EAPB02302 clearly show the specific implication 

of the C N sigma bond in the generation of fragments. The ini- 

tial loss of the CH3• radical in EAPB02303 dramatically sensitizes 

the extranuclear C N bond on position 4 of the heterocycle and 

induces specific patterns of secondary fragmentations in the near 

environment of the amino group. 
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Fig. 3. MS/MS spectra of EAPB02302 recorded with the QTof instrument at collision energy of 35 keV (A) and proposed fragmentation pathways (B). 

 

3.3. Quantitation of EAPB02303 and EAPB02302 in rat and mouse 

plasma 

 
3.3.1. Method development 

In previous papers from our group [14,15,18], a solid-phase 

extraction procedure using Oasis HLB cartridge was used to quan- 

tify EAPB0203, EAPB0503 and their metabolites in rat plasma. This 

clean-up method gave good results but it was cost-effective due to 

material costs. Moreover, this method was not fully automated. 

Organic precipitation and liquid-liquid extraction were then 

tested for sample preparation in this experiment. It was found 

that organic precipitation with acetonitrile, methanol or ace- tone 

did not provide the satisfactory recovery of EAPB02303 and 

EAPB02302. To achieve higher recovery and sensitivity as well 

as eliminating endogenous interferences, liquid-liquid extraction 

was undertaken. In an initial step, the most important parameters 

affecting both extraction and clean-up efficiencies were optimized. 

The following parameters were included in this screening design: 

i) the acid used to precipitate proteins before extraction (formic 

acid or trifluoroacetic acid), and ii) the type of solvents (ethyl 

acetate, dichloromethane, chlorobutane) to extract the analytes 

from the matrix. Finally, better recoveries for EAPB02303 and 

EAPB02302 were achieved by adding 1% formic acid in the extrac- 

tion solution and conducting the extraction with ethyl acetate. 

In a second step, the best conditions were slightly modified to 

obtain a good selectivity regarding endogenous compounds from 

the matrix. Different internal standards from this new group of 

compounds were also checked. Thus, EAPB0602 was chosen as 

internal standard because of its similar structure, physiochemical 

properties and mass  spectrometric  behavior  compared  to  those of 

EAPB02303 and EAPB02302. In addition, there was no inter- 

ference at the retention time of this compound. Chromatographic 

conditions were optimized to improve peak shape, increase signal 

response of analytes and shorten run time. This included column 

type (C8 Zorbax Eclipse XDB, C18 RP18 Nucleoshell, C18HD nucle- 

osil, ODS Hypersil, and EVO Kinetex), composition of the mobile 

phase (methanol or acetonitrile), pH of buffer solution and flow 

rate. Acetonitrile was chosen as the organic phase because it pro- 

vided higher responses and lower background noise than methanol. 

The presence of organic acid (formic, acetic, or trifluoroacetic acid) 

or buffer (formate or acetate) in the mobile phase was evaluated. 

For all analytes the signals obtained in positive mode had much 

higher intensities than those obtained in negative mode. To opti- 

mize MS parameters, preliminary tuning experiments were carried 

out via direct infusion into the mass spectrometer of a standard 

solution containing 5000 ng/mL of EAPB02303, EAPB02302 and IS 

dissolved in the mobile phase. The most intense transitions [M + H]+ 

at m/z 307 → 292 for EAPB02303, m/z 293 → 104 for EAPB02302 

and m/z 277 → 177 for EAPB0602 were used as a quantifier; the 
other transitions were used as qualifier. 

This optimization procedure has led to the optimal experimental 

conditions described in 2.4.1 and 2.4.4. 
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Fig. 4. Representative MRM chromatograms of (A) blank mouse plasma; (B) blank mouse plasma spiked with EAPB02303 and EAPB02302 at the LLOQ; and (C) mouse plasma 

sample collected 10 min after EAPB02303 intraperitoneal administration of 37.5 mg/kg, this sample has been diluted to 1/5 before analysis, concentration 3100 ng/mL. 

 

3.3.2. Validation results 

EAPB02303 and EAPB02302 eluted at retention times (rt) of 

1.87 ± 0.03 min and 1.74 ± 0.02 min (n = 48), respectively. To ver- 

ify if any isobaric compounds are present at the retention time 

of EAPB02303 and EAPB02302, compound identification was per- 

formed using the ratio of the qualifier ion to quantifier ion. The 

analyte MRM ratios does not vary more than 5% of the average ratios 

of the standard indicating positive identification and the absence 

of isobaric compounds. 

The six different lots of rat and mouse plasma, commercially 

procured, were chromatographically screened for interfering sub- 

stances and did not show significant interference at the retention 

times of the analytes. Representative MRM chromatograms of the 

blank rat plasma and blank rat plasma spiked with EAPB02303 

and EAPB02302 at two concentrations (LLOQ and 1000 ng/mL) and 

internal standard may be found in Fig. 2 of the online Data Sup- 

plement. Chromatograms of a blank mouse plasma, a blank mouse 

plasma spiked with EAPB02303 and EAPB02302 at the LLOQ and 

internal standard (EAPB0602) at 125 ng/mL, and a plasma sample 

from a mouse 10 min after treatment with EAPB02303 (37.5 mg/kg) 

are presented in Fig. 4. 

In rat plasma, the method was validated over the range 1.95–

1000 ng/mL for EAPB02303 and 7.81–1000 ng/mL for 

EAPB02302. In mouse plasma, the calibration ranges were 0.98–

1000 ng/mL and 1.95–1000 ng/mL for the two analytes, 

respectively. Based on the analysis of residuals and the acceptance 

criteria [24–26] of the concomitant QC samples calculated accord- 

ing the different models applied to a particular calibration set, the 

best fit for the standard curves was obtained using an unweighted 

quadratic function. The R.S.D. values on the slope were below 15%. 

Mean parameters are presented in Table 4. Variations in back- 

calculated concentrations (given as R.S.D. (%)) of all calibration 

curves ranged from 0.37% to 6.17% for EAPB02303 and from 1.82% 

to 8.78% for EAPB02302; the mean bias between back-calculated 

and nominal concentrations were between −5.4% to 2.8% for 

EAPB02303 and between −2.9% to 5.2% for EAPB02302. Results 

Table 4 

Mean parameters of the quadratic equation (Y = aX2 + bX + c). 
 

 

  EAPB02302 EAPB02303   
 

Rat plasma 

Within day (n = 6) 

a 6.15 × 10−7 1.52 × 10−6
 

b 4.87 × 10−3 (6.3%) 1.53 × 10−2 (7.9%) 

c 2.91 × 10−3 1.00 × 10 −2
 

Between-day (n = 14) 

a 3.69 × 10−7 1.12 × 10−7
 

b 4.19 × 10−3 (14.4%) 1.39 × 10 −2 (9.1%) 

c 6.80 × 10−4 8.81 × 10 −3
 

Mouse plasma 

Between-day (n = 6) 

a −6.00 × 10−8 
−7.01 × 10−7

 

b 4.15 × 10−3 (7.6%) 1.36 × 10−2 (12.9%) 

c 8.57 × 10−4 2.95 × 10−3
 

 

 

R.S.Ds are given between parentheses. 
 
 

are presented in Tables 1 (rat plasma) and 2 (mouse plasma) of 

the online Data Supplement. The goodness of fit between back- 

calculated concentrations and introduced concentrations was 

statistically verified (Student’s t-test). The mean relative predictor 

error calculated from the difference between back-calculated and 

nominal concentrations was not statistically different from zero. 

The 95% confidence intervals in rat plasma were −1.55;1.48 for 

EAPB02303 and −1.71;2.24 for EAPB02302. In mouse plasma, they 

were −4.02;4.18 for EAPB02303 and −1.86;1.70 for EAPB02302. 

Distributions of residuals are presented in Fig. 3 of the online Data 

Supplement. 

Precision and accuracy complied with the FDA and EMA rec- 

ommendations [24–26]. The upper concentration limits can be 

extended to 10000 ng/mL. The mean back-calculated concentra- 

tions for 1/20, 1/10, 1/5 and 1/2.5 dilution samples were within 

90.6-103.6% of their nominal values. Results are reported in Table 5. 

For EAPB02303, extraction recoveries were 98.9% (R.S.D., 9.0%) 

in rat plasma and 93.3% (R.S.D., 6.4%) in mouse plasma. They were 

99.4% (R.S.D., 8.1%,) and 96.8% (R.S.D., 10.0%) for EAPB02302, and 
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Fig. 5. Analysis of the radar plots. 

IS (internal standard); retention time (Rt); nebulizer gas pressure (NGP); declustering potential (DP); focusing potential (FP); collision energy (CE); ion source temperature 

(IST); temperature (temp.); mobile phase (Mp); acetonitrile (ACN). 

 
98.2% (R.S.D., 5.3%) and 96.9% (R.S.D., 8.1%) for the internal standard 

in rat and mouse plasma, respectively. These recoveries were not 

statistically different over the range of concentrations studied. 

In rat plasma, the LLOQs were 1.95 ng/mL for EAPB02303 and 

7.81 ng/mL for EAPB02302. In mouse plasma, they were 0.98 ng/mL 

and 1.95 ng/mL for the two analytes, respectively. At these levels, 

the precision of determination, expressed as R.S.D. was < 8.2% with 

adequate assay accuracy (96.8-103.7%). 

The mean matrix factors in rat plasma ranged from 98.3% to 

104.0% (R.S.D. ≤ 6.9%) for EAPB02303 and from 91.8% to 108.5% 

(R.S.D. ≤ 8.8%) for EAPB02302. In mouse plasma, they ranged from 

90.4% to 102.4% (R.S.D. ≤ 7.6%) and from 90.4% to 98.2% (R.S.D. ≤ 

7.3%) for EAPB02303 and EAPB020302, respectively. More- 
over, no suppression/enhancement for the internal standard could 

be detected when compound in neat injection solvent was com- 

pared with compound in extracted blank biological matrix (107.8% 

(R.S.D., 4.2%) in rat plasma; 102.5% (R.S.D., 3.8%) in mouse plasma). 

In this analysis, no quantifiable carryover effect was observed 

when a series of blank plasma solutions were injected immediately 

following the highest calibration standard. 

Results of the robustness analysis are presented in Table 3 of the 

online Data Supplement. The t-test showed no prediction bias 

(prediction error not statistically different from zero) when varia- 

tions in the nine LC–MS/MS factors evaluated were introduced. For 

the peak area ratio (the relevant parameter for the quantification 

of analytes), the overall absolute prediction errors were < 5%. The 

analysis of the radar plots showed that EAPB02303 is marginally 

affected by the changes in the nine factors. For EAPB02302, the 

changes in mobile phase flow rate and in the percentage of ace- 

tonitrile in the mobile phase, and the decrease of collision energy 

are the most influential factors; the other factors presented low 

influence (Fig. 5A). Concerning the peak areas of the analytes and 

of the internal standard, the absolute prediction errors were <9.5%. 

The retention times of the analytes were more considerably influ- 

enced by two factors: the changes in mobile phase flow rate and 

the decrease in the pH buffer (Fig. 5B,C). The 10% changes in mobile 

phase flow rate induced a reduction/increase of about 0.2 min in 

the retention times (absolute prediction errors ranging from 8.9% 

to 10.9%). The decrease in the pH buffer from 3 to 2.7 presented 

lower effect on the retention times (a decrease of about 0.1 min was 

observed; absolute prediction errors <3.9%). These results showed 

that the analytical method developed to quantify EAPB02303 and 

EAPB02302 produced robust results in presence of small variations 

in the nine evaluated factors of the chromatographic method. 

The validated method demonstrated excellent performance in term 

of ruggedness. 
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Table 5 

Intra- and inter-assay precision and accuracy results. 
 

 

Nominal  concentrations  (ng/mL) Precision, % (Recovery, %) 
 

 

EAPB02302 EAPB02303 
 

 

Rat plasma Intra-

day (n = 6) 

3.91 – 4.09 (102.3) 

11.7 3.36 (103.4) – 

46.9 4.23 (104.3) 5.09 (102.3) 

187 4.08 (103.4) 2.33 (102.0) 

750 1.85 (101.3) 4.18 (98.8) 

Inter-day (n = 37) 

3.91 – 7.18 (99.5) 

11.7 5.98 (100.2) – 

46.9 4.99 (100.6) 4.55 (98.2) 

187 6.33 (98.4) 5.55 (101.2) 

750 6.25 (96.4) 4.79 (99.9) 

Dilution integrity (n = 3) 

10000 8.21 (100.8) 1.28 (90.6) 

5000 4.61 (102.9) 12.5 (103.6) 

2500 7.95 (97.0) 2.02 (93.1) 

1250 6.14 (95.0) 1.83 (97.1) 
 

Mouse plasma 

Inter-day (n = 9) 

1.95 – 5.39 (98.7) 

3.91 5.95 (100.6) 3.87 (99.8) 

11.7 5.07 (99.4) – 

46.9 3.02 (98.2) 4.47 (102.5) 

187 4.75 (95.9) 2.66 (98.7) 

750 3.29 (99.3) 3.50 (101.3) 
 

 

 
 

3.3.3. Stability 

Stock solutions of EAPB02303 and EAPB02302 were stable at 

−20 ◦C for up to 6 months. 

In rat and mouse plasma, stored at −20 and −80 ◦C, EAPB02303 
and EAPB02302 at the concentrations of QC samples were stable for 

at least 4 months. After bench-top storage at room temperature for 

6 h, recoveries were > 87.8% for EAPB02303 and EAPB02302. Stored 

at 4 ◦C for 3 days, recoveries were > 92% for EAPB02303; and > 91% 

for EAPB02302. Reconstituted extracts in the mobile phase were 

stable in the autosampler at 4 ◦C for 48 h. Three freeze-thaw cycles 

did not affect the stability of EAPB02303 and EAPB02302. 
 

3.4. Pharmacokinetic study 

 
This developed and validated LC–MS/MS method was used to 

quantify EAPB02303 and EAPB02302 in mouse plasma drawn 

during a pharmacokinetic study performed in C57Bl/6 mice. 

Semilogarithmic plot of the mean (±SD) EAPB02303 plasma 

concentration-time profile is presented in Fig. 6. EAPB02303 

plasma concentrations decline in a biphasic manner. We can 

observe that EAPB02303 plasma concentrations remain greater 

than 4-fold the IC50 value against A375 cell line for more than 8 

h following administration. After intraperitoneal administration, 

the peak plasma concentration was obtained in 10 min follow- 

ing administration. These data suggest that EAPB02303 is rapidly 

absorbed from the peritoneal fluid into the blood compartment. 

Pharmacokinetic parameters are as follows: CL/F, 33.4 L/h/kg; V1/F, 

6.26 L/kg; Vss/F, 51.9 L/kg; AUC, 1122.8 µ,gxh/L; and terminal half- 
life, 6.11 h. 

EAPB02302 was not detected in plasma. Thus, unlike EAPB0203 and 

EAPB0503, the first two lead compounds, the N-demethylation of 

EAPB02303 does not appear to be a metabolic pathway in mice. 

EAPB02303 has a structure close to  that  of  EAPB0503.  Follow- ing 

incubation of EAPB0503 with liver microsomes from different 

species, mouse is the species that metabolizes the least [21]. We 

have found that hydroxylation reaction occurred on the C- and D- 

rings of the drug [21]. The presence of hydroxylated metabolite(s) 

 

 
 

Fig. 6. Mean ± SD plasma concentration-time profile of EAPB02303 in male C57Bl/6 
mice after intraperitoneal administration of 37.5 mg/kg. 
 

 

has been checked on the chromatograms obtained in scan mode. 

Unfortunately, no other peaks than those observed for the analyte 

and the internal standard were detected. A metabolism study of 

EAPB02303 is planned by using in vitro systems with human, rat, 

mouse, and dog liver microsomes and hepatocytes. 

 
4. Conclusion 

 
Since several years, our group is particularly involved in the 

study and development of new imidazo[1,2-a]quinoxaline com- 

pounds [8–10,29]. Two compounds, EAPB0203 and EAPB0503, 

were first identified as lead compounds due to their interest- 

ing antitumoral activities against a variety of tumors, particularly 

on the melanoma. The modulation of the chemical structure of 

these compounds has led to the synthesis of EAPB02303 and 

EAPB02302 exhibiting a significant increase of the in vitro cyto- 

toxic activity. Thus, before to perform an in vivo activity study in a 

xenograft mouse model, a sensitive, specific, and reproducible 

LC–MS/MS method was developed and validated for the simulta- 

neous analysis of these compounds in rat and mouse plasma. The 

assay showed excellent intra- and inter-day precision and accu- 

racy. The levels of quantification were 1.95 ng/mL for EAPB02303 

and 7.81 ng/mL for EAPB02302 in rat plasma, and 0.98 ng/mL and 

1.95 ng/mL for the two compounds in mouse plasma, respectively 

with %R.S.D. and bias values both considerably below the +/− 20% 

criteria. This method was successfully applied to the determina- 
tion of EAPB02303 in male C57Bl/6 mouse plasma after single 

intraperitoneal administration of 37.5 mg/kg. The N-demethylation 
of EAPB02303 does not appear to be a metabolic pathway in mice. 

The pharmacokinetic parameters calculated during this study will 
be used to determine the doses and rhythm of administration dur- 

ing the future preclinical activity studies. 
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Supplemental Table 1 

R.S.D.s and recoveries, calculated from back calculated concentrations, from calibration 

curves performed in rat plasma. 

 

Nominal concentrations 

(ng/mL) 

R.S.Ds, % (Recovery, %) 

EAPB02302 EAPB02303 

Within day (n = 6)  

1.95 _ 0.77 (100.7) 

7.81 6.27 (97.1) 4.51 (97.0) 

15.6 6.82 (98.9) 5.67 (94.6) 

31.2 6.12 (99.0) 2.80 (97.5) 

62.5 8.78 (99.4) 4.95 (102.8) 

125 2.27 (98.9) 4.69 (101.1) 

250 2.03 (105.2) 3.07 (99.9) 

500 3.35 (103.2) 2.04 (101.1) 

1000 1.82 (97.7) 0.49 (99.3) 

Between-day (n = 14)   

1.95 _ 3.65 (99.4) 

7.81 2.54 (101.5) 6.17 (99.1) 

15.6 5.82 (97.3) 4.33 (99.7) 

31.2 5.40 (97.3) 4.66 (100.4) 

62.5 4.92 (104.0) 4.82 (99.7) 

125 4.12 (100.3) 6.15 (98.8) 

250 4.40 (98.5) 4.89 (100.4) 

500 4.41 (101.2) 3.71 (101.2) 

1000 2.40 (99.7) 2.66 (99.6) 
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Supplemental Table 2 

R.S.D.s and recoveries, calculated from back calculated concentrations, from calibration 

curves performed in mouse plasma. 

 

Nominal concentrations 

(ng/mL) 

R.S.Ds, % (Recovery, %) 

EAPB02302 EAPB02303 

Between-day (n = 6)   

0.98 _ 0.37 (99.8) 

1.95 1.93 (99.0) _ 

7.81 6.91 (100.9) 3.39 (100.8) 

15.6 8.19 (103.7) 1.03 (99.6) 

31.2 4.33 (98.9) 1.81 (102.0) 

62.5 4.17 (97.6) 1.76 (100.8) 

125 5.18 (99.0) 3.69 (100.2) 

250 3.65 (99.2) 2.83 (96.8) 

500 4.57 (97.3) 1.87 (98.4) 

1000 3.40 (101.9) 0.84 (101.3) 
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Supplemental Table 3. Results obtained for evaluation of the robustness  

Factors %PE 

 Peak area analyte Peak area IS Peak area ratio Rt analyte Rt IS 
 EAPB02303 

NGP + 10% −2.22 0.76 −3.16 0.13 0.13 
NGP -10% −2.22 0.53 −1.89 −0.13 0 
DP + 10% −1.33 0.40 −1.93 0.13 0.26 
DP -10% 7.38 6.25 1.14 0.13 0.13 
FP + 10% 4.95 7.54 −3.02 −0.26 0 
FP -10% −4.59 −2.82 −2.07 0.39 0.13 
CE + 10% −0.46 2.49 −3.26 −0.39 0.39 
CE -10% −4.02 −5.95 1.57 0.52 0.52 
IST + 10% 1.16 1.56 −0.47 -0.13 0 
IST -10% −0.17 2.50 −2.93 0.13 -0.13 
Mp flow rate +10% 4.47 3.66 0.41 8.94 8.94 
Mp flow rate -10% −7.10 −4.82 −2.65 −10.9 −10.9 
Mp pH +10% 1.43 −1.20 2.56 1.82 1.42 
Mp pH -10% 2.41 −0.81 2.90 3.90 3.63 
Column temp. +10% 2.18 4.94 −3.03 0 0.13 
Column temp. -10% −1.69 1.23 −3.01 0 0 
ACN in Mp +3% 1.29 1.70 −1.11 −0.26 0 
ACN in Mp -3% −1.70 −3.26 1.08 −0.26 −0.52 
Student's t-test (p) 0.46 0.25 0.60 0.88 0.95 

 EAPB02302 

NGP + 10% −0.91 1.86 −2.52 0.14 −0.13 
NGP -10% 0.96 2.79 −1.66 0 0.13 
DP + 10% −0.89 0.40 0.40 0 0.26 
DP -10% 2.56 4.04 −1.36 0.28 0.13 
FP + 10% 6.53 5.79 −0.83 −0.14 0 
FP -10% −1.02 −2.82 1.88 0 −0.13 
CE + 10% 2.54 4.02 −1.63 −0.14 −0.39 
CE -10% 0.33 −4.84 4.69 0.14 0.52 
IST + 10% −0.41 −0.30 −0.65 0.14 0 
IST -10% 2.20 0.65 1.49 0 -0.13 
Mp flow rate +10% 1.28 −4.05 4.85 8.86 8.94 
Mp flow rate -10% −4.29 −9.23 4.61 −10.8 −10.9 
Mp pH +10% −3.53 −3.34 0.24 −0.56 −1.42 
Mp pH -10% 5.67 −6.24 −1.75 2.53 3.63 
Column temp. +10% 1.86 4.94 −3.15 −0.14 0.13 
Column temp. -10% 1.54 2.34 −0.83 −0.14 0 
ACN in Mp +3% 6.17 −1.46 −4.30 0 0 
ACN in Mp -3% 3.51 −1.12 4.69 0 0.52 
Student's t-test (p) 0.12 0.66 0.13 0.88 0.96 

%PE (percent prediction error); IS (internal standard); retention time (Rt); prediction error 

(PE); nebulizer gas pressure (NGP); declustering potential (DP); focusing potential (FP); 

collision energy (CE); ion source temperature (IST); temperature (temp.); mobile phase (Mp); 

acetonitrile (ACN). 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Ce travail de thèse s’inscrit dans la continuité des travaux de développement préclinique des 

Imiqualines (ou dérivés imidazo[1,2-a]quinoxaliniques) réalisés au sein de l’équipe « 

Oncopharmacochimie et pharmacotoxicologie cutanée » de l’IBMM. Ces molécules 

hétérocycliques de faible poids moléculaire (Figure 50) présentent des activités cytotoxiques 

comparables à celles des meilleurs anticancéreux actuellement sur le marché ou en 

développement. Les Imiqualines sont actives sur de nombreuses lignées cellulaires de 

cancers humains ; en particulier sur des lignées de mélanome.  

 

Figure 50. Structure générale des Imiqualines. Structures chimiques des composés leaders de 

première et deuxième génération. 

Depuis une vingtaine d’année, l’incidence du mélanome cutané ne cesse d’augmenter. Lors 

de l’année 2017, on estime que 15 404 nouveaux patients sont atteints par cette pathologie, 

pour une estimation totale de 399 626 nouveaux cas de cancers [23]. La mortalité pour cette 

même année serait de 1 783 patients. Les modes d’expositions aux rayonnements ultra-

violets, les antécédents de coups de soleil reçus (notamment pendant l’enfance) et le 

vieillissement de la population permettent de prédire que l’incidence du mélanome va 

continuer d’augmenter dans les années à venir [272]. L’arsenal thérapeutique actuellement 
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disponible ne permet pas toujours de soigner pleinement les patients. L’efficacité est 

particulièrement limitée pour les formes métastasées. De nombreuses résistances se 

développent avec les nouvelles molécules disponibles sur le marché. Par conséquent, la 

recherche de nouveaux composés présentant des modes d’action innovants est une priorité 

dans le domaine pharmaceutique. C’est dans ce cadre que notre projet prend tout son sens. 

Les résultats préliminaires de ce projet ont mis en lumière le potentiel de cette famille 

chimique permettant ainsi la maturation du projet via la SATT AxLR (Société d'Accélération 

du Transfert de Technologies). Ce soutien financier a favorisé une avancée majeure du projet 

avec la création d’un partenariat industriel. Le dépôt d’un brevet international [6] puis d’un 

brevet de sélection [7] a permis de protéger ces travaux. 

 

Ma thèse s’inscrit dans le cadre du développement de ce projet. Plusieurs problématiques 

inhérentes au développement de nouveaux candidats médicaments ont été traitées. Tout 

d’abord, l’optimisation de la solubilité en milieu aqueux des composés leaders a dû être 

réalisée. Pour cela, nous avons développé deux stratégies distinctes. Dans un premier temps, 

nous avons procédé au développement d’une formulation galénique à base de nanocapsules 

lipidiques permettant une administration in vivo du composé EAPB0503, leader de première 

génération. Dans un second temps, nous avons mis en place une étude de modulation des 

composés de deuxième génération avec l’introduction d’un résidu acide aminé sur la 

position 4. Ce greffage permet d’introduire des groupements hydrophiles améliorant les 

propriétés physicochimiques des composés sans perte de leur activité intrinsèque. Enfin, 

dans un troisième temps, nous avons développé et validée une méthode de dosage des 

composés leaders de deuxième génération, l’EAPB02303 et l’EAPB02302. Cette étape est 

primordiale dans le cadre du développement de nouveaux composés actifs. Une méthode de 

dosage validée permet d’envisager des études in vivo d’efficacité, de pharmacocinétique et 

de toxicité. Ces travaux de thèse m’ont permis d’explorer différents domaines de recherche 

du développement préclinique pharmaceutique. 
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Dans le chapitre 1, nous avons présenté les données actuelles sur le mélanome cutané. 

Après avoir rappelé les généralités concernant cette pathologie (définitions, formes 

cliniques, diagnostics clinique et histologique), nous avons détaillé avec plus de précision les 

différentes voies de signalisation impliquées (ou potentiellement impliquées) dans la genèse 

du mélanome cutané. Ainsi, les voies des Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), de la 

Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) et de l’Adénosine Monophosphate cyclique (AMPc) ont 

été particulièrement décrites. L’implication potentielle d’autres voies a également été 

discutée. La compréhension de ces différentes voies a connu un bond en avant ces dernières 

années avec la focalisation de plusieurs équipes de recherche sur cette thématique. Il 

apparaît évident qu’une amélioration de la compréhension des mécanismes de 

physiopathologie du mélanome cutanée est primordial au développement de nouveaux 

composés actifs sur cette pathologie. A l’heure actuelle, l’arsenal thérapeutique est composé 

de deux grands axes : la chirurgie et les traitements médicamenteux. L’exérèse chirurgicale 

constitue l’approche prioritaire de par son efficacité. Cependant, elle doit être réalisée 

précocement. Elle demeure inefficace en cas de forme métastatique. Dans ce cas, seule 

l’approche médicamenteuse est possible. On retrouve trois classes médicamenteuses : les 

chimiothérapies cytotoxiques, l’immunothérapie et les thérapies ciblées. Les avancées des 

deux dernières citées ont considérablement amélioré la prise en charge des patients. 

Cependant, ces thérapeutiques ont l’inconvénient d’être à l’origine de nombreuses 

résistances qui ne permettent pas encore de traiter efficacement tous les patients. Le 

développement de nouvelles molécules demeure une priorité pour pallier à cette difficulté. 

Ces dernières années, les avancées dans la connaissance des voies de signalisations ont été 

majeures et permettent d’envisager de nouveaux mécanismes d’actions innovants. La 

complexité des mécanismes de formation du mélanome cutané et les nombreuses 

connexions entre les voies de signalisation laissent à penser que l’efficacité de la prise en 

charge passera par la synergie d’action entre des composés ayant des mécanismes d’action 

différents mais complémentaires. Le développement de nouveaux composés tels que les 

Imiqualines pourrait permettre d’améliorer la survie des patients présentant des formes 

métastatiques de mélanome cutané.  
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Au cours du chapitre 2, nous avons développé la mise au point d’une formulation de 

nanocapsules lipidiques contenant l’EAPB0503, composé leader des Imiqualines de première 

génération. Cette étude avait pour objectif de mettre au point une formulation galénique 

permettant d’encapsuler l’EAPB0503 au sein de nanocapsules lipidiques. La finalité de cette 

étude était d’augmenter sensiblement la solubilité apparente de l’EAPB0503. Ce composé 

possède une solubilité théorique dans l’eau à pH=7,4 de 2,60.10-3 mg/mL. Avec la 

formulation galénique développée, les concentrations des solutions en EAPB0503 sont de 

1,7 ± 0,1 mg/mL pour la formulation basse et de 8,2 mg/mL pour la formulation haute. La 

mise au point de ces formulations est réalisée avec un procédé simple et des composants 

reconnus pour leur absence de toxicité. Par ailleurs, ces solutions sont composées de 

particules de tailles homogènes inférieures à 200 nm (111,7 ± 0,9 nm et 116,5 nm, pour les 

formulations basse et haute, respectivement). La solution de formulation basse est stable 

sur une période de quatre semaines à des températures de 4°C, 20°C et 37°C. L’activité 

cytotoxique de l’EAPB0503 n’est pas perturbée par cette encapsulation dans les 

nanocapsules (sur les lignées cellulaires de mélanome A375, de cancer du sein MCF7 et de 

cancer du côlon LS174T). Ces résultats encourageants nous permettent d’améliorer 

sensiblement la solubilité apparente de l’EAPB0503 tout en conservant son efficacité. Cela 

nous permet d’envisager sereinement les prochaines études in vivo.  

 

Dans le chapitre 3, nous avons abordé les composés de deuxième génération de la famille 

des Imiqualines. Une étude de modulation des Imiqualines de deuxième génération a permis 

de synthétiser une librairie de nouveaux composés greffés par un résidu acide aminé en 

position 4. Ce greffage a permis d’augmenter nettement les solubilités théoriques dans l’eau 

par rapport aux Imiqualines leaders. Les composés synthétisés ont été évalués pour leur 

activité cytotoxique sur la lignée de mélanome humain A375. Certains présentent des 

activités cytotoxiques du même ordre de grandeur que celles des Imiqualines de première 

génération. Cette étude nous permet également d’obtenir de nouvelles données concernant 

la Relation Structure-Activité des Imiqualines. La présence d’un groupement pyrocatéchol en 

position 1 est indispensable au maintien de l’activité cytotoxique sur la lignée cellulaire de 

mélanome A375. Par ailleurs, la présence d’un acide aminé en position 4 ne modifie pas 

significativement l'activité cytotoxique des composés. 
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En perspective de ces travaux, nous envisageons de tester le métabolisme in vitro de ces 

composés afin de déterminer le comportement de ces composés en présence d’enzymes du 

métabolisme (utilisation pour cela de lysats de microsomes hépatiques). Le clivage de l’acide 

aminé greffé pourrait permettre la libération de métabolites selon la réaction proposée dans 

la figure 44. Cette réaction pourrait libérer l’EAPB02302 suite à une réaction de clivage par 

certaines enzymes telles que les peptidases. Cela pourrait permettre d’administrer, dans des 

études in vivo à venir, l’EAPB02302 sous forme de prodrogue et ainsi s’affranchir du 

problème posé par la faible solubilité de ce composé.  

 

Figure 44. Perspectives d’étude des nouveaux composés synthétisés présentant un acide 

aminé greffé en position 4 : étude du clivage de cette fonction et dosage par LC-ESI-MS/MS 

du composé obtenu après clivage. 

 

Au cours du chapitre 4, nous avons présenté les travaux de mise au point et de validation 

d’une méthode de dosage des composés leaders de deuxième génération des Imiqualines en 

milieu biologique. Cette méthode utilise la LC-MS/MS afin de quantifier l’EAPB02303 et 

l’EAPB02303 dans les plasmas de rat et de souris. Ainsi, il est possible de quantifier de 

manière simultanée les deux composés leaders des Imiqualines de deuxième génération. La 

spécificité de la spectrométrie de masse en tandem et l’utilisation en mode MRM a permis 

une analyse avec une grande sensibilité et une grande spécificité de détection. Notre 

démarche de validation s’est appuyée sur les critères internationaux de recommandations 
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pour la validation de méthode bioanalytique pour l'industrie pharmaceutique émanant de la 

FDA et de l’EMA.  

Cette méthode a permis de déterminer les paramètres pharmacocinétiques de l’EAPB02303 

chez la souris suite à une administration unique par voie intrapéritonéale. L’utilisation à 

venir de cette méthode de dosage lors des études d’efficacité in vivo chez la souris sera 

particulièrement utile. 

Ces travaux ont été valorisés par deux publications au sein de revues internationales, ainsi 

qu’une publication en cours de soumission. Par ailleurs, ces travaux ont été présentés à 

différents congrès nationaux et internationaux sous forme de posters dont un a reçu le prix 

de la Société de Chimie Thérapeutique. 

 

Plusieurs études vont être développées sur l’EAPB02303. Nous envisageons de déterminer 

dans un premier temps la liaison de ce composé aux protéines plasmatiques. Cette étude est 

primordiale pour la mise en place d’études d’efficacité. In vivo, les composés ont la 

possibilité de s'associer aux protéines plasmatiques pour former des complexes. Sous cette 

forme, les composés ne peuvent plus interagir avec leur cible biologique et se trouve alors 

sous forme inactive. Il est essentiel de déterminer les pourcentages de composé susceptibles 

de se trouver sous les formes liée et libre. 

Les connaissances acquises sur les propriétés pharmacocinétiques de l’EAPB02303 vont 

permettre d’optimiser les protocoles d’administration pour les études in vivo d’efficacité.  

Les schémas d’administration vont être calculés par rapport à la demi-vie d’élimination du 

composé afin de maintenir une concentration minimale entre les prises. Cela va permettre 

de maximiser les effets biologiques de l’EAPB02303 et donc de favoriser l’efficacité de la 

molécule par rapport aux composés qui seront pris comme référence dans les études. 

L’amélioration des paramètres de pharmacocinétique devrait permettre d’augmenter la 

biodisponibilité. Elle pourrait également permettre de favoriser par exemple le passage de la 

barrière hémato-encéphalique. Ceci serait particulièrement intéressant pour le traitement 

des métastases avec localisation au sein du système nerveux central.  
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Par ailleurs, il est indispensable de déterminer la (ou les) cibles(s) de l’EAPB02303 afin 

d’élucider le mécanisme d’action. Dans le cadre du développement d’un médicament, la 

connaissance du mécanisme est nécessaire pour entre autre anticiper les effets indésirables 

potentiels. Cette identification est en cours notamment à l’aide d’études de biologie 

chimique (chromatographie d’affinité). Lorsque la cible sera déterminée, nous pourrons 

entrevoir la mise en place d’études d’efficacité en associant l’EAPB02303 avec une (ou des) 

molécule(s) active(s) sur le mélanome métastasé possédant un (ou des) mécanisme(s) 

d’action différent(s) mais complémentaire(s) dans le but de provoquer une synergie d’action. 

Ce travail de thèse a permis de répondre à différentes problématiques du projet global de 

développement des Imiqualines en tant que molécules anticancéreuses potentielles. Un long 

travail reste encore à réaliser pour espérer obtenir des molécules exploitables en clinique, et 

notamment l’élucidation complète du mécanisme d’action de ces molécules. J’espère avoir 

contribué à l’avancée de ce projet qui devait se poursuivre et se développer encore grâce à 

l’implication de l’équipe de recherche, aussi bien en chimie qu’en biologie, au soutien de la 

SATT AxLR et au développement d’un partenariat industriel. 
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RESUME 
Le projet concerne des molécules hétérocycliques, de faible poids moléculaire, présentant des 
activités cytotoxiques comparables à celles des meilleurs anticancéreux actuellement sur le marché. 
Ces molécules sont originales, protégées par un brevet international et un brevet de sélection 
déposé en décembre 2014. La synthèse des premières molécules leaders est maîtrisée et 
l’exemplification de la diversité moléculaire est en cours. Les études menées pour définir leur profil 

d’activité permettent d’identifier des caractéristiques tout à fait originales. Le projet, en phase de 
développement préclinique académique, a permis l’identification de composés leaders présentant 

des potentiels de développement en tant qu’anticancéreux. Le mécanisme exact des molécules 

développées est encore en cours d’étude et permettra de définir s’il s’agit d’un mode d’action unique 

ou multiple. Plusieurs têtes de séries ont pu être identifiées avec visiblement des modes d’actions 

différents. En effet, les composés EAPB0203 et EAPB0503 montrent un effet dose à partir de 1 µM 
sur la polymérisation de la tubuline mais la molécule EAPB02303, la plus active sur la lignée A375 
(CI50 = 10 nM, de dix fois à cent fois plus active que les deux précédentes), ne montre aucune fixation 
à la tubuline à la dose de 1µM suggérant un mécanisme d’action différent et original. Le sujet de 
recherche présenté concerne le développement des études précliniques de ces molécules à visée 
anticancéreuse. Le premier axe de travail a été de mettre au point une formulation galénique de 
l'EAPB0503 sous forme de nanocapsules lipidiques. Afin d’optimiser la biodisponibilité des composés, 

sans perdre leur activité intrinsèque, nous avons ensuite réalisé une modulation chimique sur la 
structure la plus active des Imiqualines : l’EAPB02303. Afin d’améliorer la balance globale 

hydrophilie/lipophilie (HLB) des composés dérivés de l’EAPB02303, nous avons greffé un résidu acide 
aminé en position 4. Enfin, la mise au point d’une méthode de dosage de l’EAPB02303 et 
l’EAPB02302 en milieu plasmatique en vue d’une étude pharmacocinétique a été le dernier axe du 

travail de thèse.  

Mots-clés : Imidazoquinoxalines, Mélanome, Synthèse, Nanocapsules Lipidiques, Bioanalyse. 

 

ABSTRACT 
The project relates to heterocyclic molecules, low molecular weight, having cytotoxic activities 
similar to those presented by the best anticancer agents currently on the market. These molecules 
are originals, protected by an international patent and a selection patent filed in December 2014. 
The synthesis of the first molecules leader is under control and the exemplification of molecular 
diversity is underway. Studies to define their activity profile allow to identify quite original features. 
The project,  in its academic preclinical development phase, enabled the identification of leader’s 

compounds with potential for development as anticancer. The exact mechanism of the molecules 
developed is still under study and will determine whether there is a single or multiple mode of 
action. Several series leads were identified with apparently different modes of action. Indeed, 
compounds EAPB0203 and EAPB0503 show a dose effect from 1 µM on tubulin polymerization but 
compound EAPB02303, the more active on A375 cell line (IC50 = 10 nM, ten times to hundred times 
more active than the preceding two), shows no binding to tubulin at a dose of 1 µM suggesting a 
different and original mechanism of action. The research topic presented concerns the preclinical 
development of these anticancer molecules. The first line of work was to develop a galenic 
formulation of EAPB0503 in the form of lipid nanocapsules. To optimize the bioavailability of the 
compounds, without losing their intrinsic activity, we achieved chemical modulation on the most 
active structure Imiqualines: EAPB02303. To improve the overall balance hydrophilic / lipophilic 
(HLB) of compounds derived from EAPB02303, we considered grafting amino acids on position 4. 
Finally, the development of a method for assaying EAPB02303 and EAPB02302 in plasma for a 
pharmacokinetic study has been the final focus of the thesis work. 

Keywords: Imidazoquinoxalines, Melanoma, Synthesis, Lipidic Nanocapsules, Bioanalysis. 
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