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Abreéviations :
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ADP : Adénosine diphosphate
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Bu : Butyle
BuLi: Butyllithium
Bzl ou Bn : Benzyle
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CDK : Cyclin-dependent kinase
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CRD : Cystein rich domain
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Da : Dalton
DBU : 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-éne
DCC : Dicyclohexylcarbodiimide
DCE : Dichloroéthane
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DIPA: Diisopropylamine

DIPEA : Diisopropyléthylamine

DMA : Diméthylacétamide

DMAP : 4-Diméthylaminopyridine

DME : Diméthyléther

DMF : N,N-diméthylformamide

DMF-DEA : diméthylformamide diéthyle acétal
DMF-DMA : diméthylformamide diméthyle acétal
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DNMT : DNA méthyltransférase
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DPPF : 1,1’-bis(diphénylphosphino)ferrocene
DTT : Dithiotréitol

DYRKZ1A : Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylah regulated kinase 1A
E" : Electrophile

ECsy : Effective concentration, concentration conduisabd & d’activité
EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

EGFR: Epidermal growth factor receptor

EP : Ether de pétrole

Eph : Ephrine

€g. ou equiv. : Equivalent

ERK : Extracellular signal-regulated kinase

ES : Electrospray

Et : Ethyle

FAK : Focal-adhesion kinase

FDA : Food and Drug Administration

FI : Fluorescence Intensity

Fmoc : H-Fluorén-9-yl-méthoxycarbonyle

FMN : Flavine mononucléotide

FP : Fluorescence Polarization

FQ : Fluorescence Quench

FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer
GABL1 : GRB2-associated binding protein 1



GFP : Green fluorescent protein

GIST : Gastrointestinal stromal tumor

GP : Groupe protecteur

GPCR : G protein-coupled receptor

GRB2 : Growth factor receptor-bound protein 2
GSK-3 : Glycogen synthase kinase 3

GST : Glutathion-S-Transférase

GTP : Guanosine triphosphate

HAT : Histone acétyltransférase

HCC : Hepatocellular carcinoma

HDAC : Histone désacétylase

HEPES : 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesutfacid
HER : Human epidermal receptor

HGF : Hepatocyte growth factor

HLA : Human leucocyte antigen

HMPA : 4-Hydroxymethylphenoxyacetic acid
HPLC : High performance liquid chromatography
HRMS : High resolution mass spectroscopy
HSP : Heat shock protein

Hz : Hertz

HOBt : 1-Hydroxy-benzotriazole

HBTU : 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronium a#torophosphate
HATU : 2-(1H-7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tétraméthyluronitnexafluorophosphate
ICs0: Concentration inhibitrice a 50 %

IGFR : Insulin-like growth factor receptor

IKK : kB kinase

IL : Interleukine

Ind : Indole

IR : Infra rouge ou Insulin Receptor

IRS : Insulin receptor substrate

IS : lon spray

JAK : Janus kinase

JNK : JunN-terminal kinase



LDA : Lithium diisopropylamide

LITMP : Lithium tétraméthylpipéridide

LMC : Leucémie myéloide chronique

mADbs : Anticorps monoclonaux

M.O. : Micro-onde

MALDI : Matrix-assisted laser desorption/ionization
MAPK : Mitogen-activated protein kinase

MBP : Myelin basic protein

MCPBA :m-Chloroperoxybenzoic acid

Me : Méthyle

MEK : Mitogen-activated extracellular signal-regeia protein kinase
MOPS : 3--Morpholino)propanesulfonic acid

Mp : Melting point

mTor : Mammalian target of rapamycin

MW : Molecular Weight

NF-kB : Nuclear factor kappa enhancer binding protein
NIK : Nuclear factor kappaB-inducing kinase

NIS : N-lodosuccinimide

NMP : N-méthyl-2-pyrrolidone

NMR : Nuclear Magnetic Resonance

PAK : p21l-activated protein kinase

Pbf : 2,2,4,6,7-Pentaméthyldihydrobenzofuran-5esujfe
Pd(OAc): Acétate de palladium

Pd(PPBR),4: Palladium tétrakis triphénylphosphine
Pd/C: Palladium on carbon

Pa(dba}: Tris(dibenzylideneacétone)dipalladium
pdb : Protein data bank

PDGFR : Platelet-derived growth factor receptor
PDK1: 3-Phosphoinositide-dependent kinase 1
PEBP : Phosphatidyl ethanolamine binding protein
PEGA : Polyéthylene glycol polyacrylamide
PEG-PS : Polyéthylene glycol-polystyréene

PFBA : Phosphocellulose filter binding assay



Ph : Phényle

PI3K : Phosphoinositide 3 kinase

PIP3 : Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate
PKB : Protéine kinase B ou Akt

PKC : Protéine kinase C

PLC : Phospholipase C

PMDTA : Pentaméthyldiéthylénetriamine
PS : Polystyrene

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog
Pyr : Pyridine

R.T. : Room temperature

RBD : Ras binding domain

RCC : Renal cell carcinoma

Rf : Retention factor

RKIP : Raf kinase inhibitor protein

RMN : Résonance magnétique nucléaire
RON : Récepteur d’origine nantais
RP-HPLC : Reverse phase-HPLC ou HPLC en phasesaver
RSA : Relation-structure-activité

RTK : Récepteur tyrosine kinase

siRNA : Small interfering RNA

SOS : Son of sevenles

SPA : Scintillation proximity assay

SPPS : Solid-phase peptide synthesis

Src : Sarcoma

STAT : Signal transducers and activator of traqdon
t.a. : Température ambiante

TAK : Thylakoid membrane protein kinase
TBAF : Tetran-butylammonium fluoride
tBu : tertiobutyle

TEAA : Triéthylammonium acétate

Tf : Triflate (CRSQO,)

TFA : Trifluoroacetic acid



THF : Tétrahydrofurane

TIS : Triisopropylsilane

TMEDA : Tétraméthyléthylénediamine

TMP: Tetraméthylpipéridine
TMS : Triméthylsilyle

TNF : Tumor necrosis factor
TOF : Time of flight

TRAIL : Tumour Necrosis Factor-Related Apoptosidtning Ligand
TRF : Time Resolved Fluorescence

TR-FRET : Time Resolved Fluorescence Resonancegi@ansfer

Tris : Trishydroxyméthylaminométhane ou 2-aminoy2htoxyméthyl-1,3-propanediol

VDA : Vascular disrupting agents

VEGFR : Vascular endothelial growth factor receptor

VNS : Vicarious nucleophilic substitution
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I/ Introduction générale sur le cancer

I-1 Le cancer

Le mot cancer, vient d’'un mot latin signifiant «abe » et désigne une maladie
caractérisée par une multiplication anarchique ekules anormales. Elles peuvent étre
situées dans n'importe quel organe et échappenit&antrole' Sous l'influence de facteurs
"carcinogenes" ou "cancérogenes" qui peuveast gdénétiques, environnementaux (virus,
irradiation, substances polluantes, ondes élecgogtaues), relatifs au mode de vie (tabac,
alcool, alimentation, exposition au soleil, surgoid), le génome humain subit des altérations,
appelées mutations génétiques, qu'il est normalermenmesure de réparer. Lorsque ce
systeme de réparation est défectueux, la cellubsaawe ces mutations et devient anormale.
En se multipliant, les cellules cancéreuses donnaigsance a une tumeur de plus en plus
grosse qui va se vasculariser en sécrétant desuatedgéprovoquant la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins (angiogenése). Ceux-ci lui &g@morles nutriments et I'oxygéne
nécessaires a sa croissance. Les cellules canegrensahissent progressivement les tissus
voisins, atteignent les ganglions et se propagantig circulation sanguine et lymphatique.
Elles peuvent alors se fixer dans d'autres orgaesjultiplier et former des métastases.

Il existe plus d'une centaine de cancers, définifoaction de la cellule initiale dont ils sont
issus® Selon le tissu envahi, on parle de :

- Carcinome: Il concerne les tissus épithéliaux. Il en exidaux types : les carcinomes
epidermoides (utérus, cesophage...), et les caremgiandulaires ou adénocarcinomes (sein,
cblon...). Les carcinomes sont les cancers lesrpendus (environ 80 %).

- Sarcome |l concerne les tissus conjonctifs par exempgeax, cartilagineux, musculaires,
adipeux, vasculaires... Les sarcomes sont tres fia@ss de 1%).

- Lymphome: Il concerne le tissu hématopoiétique (moellegeodes os ou les cellules du
sang se forment) et les ganglions lymphatiquesgdlde Hodgkin).

- Leucémie: Il concerne les tissus de la moelle osseuseonssible de la production des
globules blancs.

- Mélanome: Il concerne les tissus mélaniques (peau, iris...).

! Institut National du Cancer : http://www.e-canfrér.
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On peut aussi classer les cancers selon les organekés (sein, foie, cblon, cerveau,

poumon, ovaires....).

I-2 Les chiffres du cancer en France

I-2.1 Incidence

L’incidence est un terme utilisé en épidémiologmuip décrire la fréquence d'une
maladie dans une population. Selon I'Institut nagiade veille sanitaire (InVS)le nombre de
nouveaux cas de cancer en 2005 en France a ét@eastpres de 320 000 pour les 2 sexes
confondus, 180 000 chez les hommes et 140 000leedemmes. En 2005, les 3 cancers les
plus fréquents chez 'homme sont les cancers gedstate, du poumon et du célon-rectum
avec respectivement 62 000, 24 000 et 20 000 noxveas en 2005. Chez la femme, les 3
cancers les plus fréquents sont les cancers duy deidlon-rectum et du poumon avec
respectivement 50 000, 17 500 et 7 000 nouveauxDmd980 a 2005, 'augmentation du
risque de cancer (mesuré par le taux d'incidermedstrdisé par rapport a I'age) est de +35%

chez ’'hnomme et +43% chez la femme.

I-2.2 Mortalité

La mortalité, ou taux de mortalité, est le nombeeddcés annuels rapporté au nombre
d'habitants d’un territoire donné. Selon I'InVS, 2004, le cancer a pris la place des maladies
cardio-vasculaires au premier rang des causes dalitéoen Francé Alors que l'incidence a
considérablement augmenté, le risque de mortaiitécpncer a diminué ces 25 dernieres

années : -25% chez ’'homme et -20% chez la femme.

I-2.3 Taux de survie

Selon 'étude publiée en février 2007 par le Rédeancais des Registres du Cancer
(Francim) et financée par la Ligue Nationale coré&reCancer, aujourd’hui, un plus d’'un
Francais sur deux (52 %) survit & son cancer Sanss le diagnostitC’est I'étude la plus
exhaustive jamais réalisée a ce jour en Franaeaefiorté sur plus de 200 000 patients ages

de plus de 15 ans, a recenseé tous les cas de salarey 14 départements, entre 1989 et 1997

2 Institut de veille sanitaire : http://www.invs.sarir/surveillance/cancers/
% La Ligue contre le Cancer : http://www.ligue-canoet/
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avec une mise a jour du statut vital &ljanvier 2002. Les chiffres obtenus placent la Eean
en bonne position par rapport a d'autres pays @emg mais ce taux global de guérison a
5 ans cache des disparités selon les pathologissxk et 'age des patients.

I-3 Les traitements des cancers

Apres [l'établissement du diagnostic, I'oncologueppse au patient un traitement
personnalisé qui fait appel & une ou plusieursniecies®* Les premiers traitements de
cancers sont la chirurgie et la radiothérapie aquérigsent la plupart des cancers localisés.
Viennent ensuite la chimiothérapie, 'hormonothézagt les biothérapies (thérapie génique,
immunothérapie, greffes) qui ont une action pluj@nérale et s’adressent aux cancers

généralisés.

I-3.1 La chirurgie

La chirurgie permet de retirer la tumeur, par cqusét elle diminue les symptémes,
réduit les risques de propagation du cancer epbacmuvent I'efficacité des autres formes de
traitement. Elle contribue a guérir une proportimportante de cancers solides trés localisés
et accessibles. D'importants progres ont été gsatians les techniques chirurgicales pour les
rendre moins invasives. La chirurgie mammaire ¢megxemple et, aujourd’hui, la chirurgie
conservatrice (seule la tumeur est enlevée avecngnge de sécurité) associée a une
radiothérapie postopératoire peut étre proposéeaaidoup de femmes avec des résultats

équivalents a I'ablation de la totalité du seingtreetomie).

I-3.2 La radiothérapie

C'est un traitement qui consiste a exposer lesdeala des rayonnements de haute
énergie (rayons X, électrons, photons) destinégraiice les cellules cancéreuses. lls sont tres
efficaces pour détruire les cellules cancéreuses n@vent étre ciblés sur celles-ci avec
beaucoup de précision pour éviter d'endommagetidesis normaux. C’est pourguoi ils ne
peuvent pas étre utilisés dans tous les cancersadiathérapie peut précéder la chirurgie
pour réduire préalablement la tumeur et la rendine pisément opérable, ou la suivre pour

compléter lintervention en détruisant les cellutgs auraient échappé a la chirurgie. La

* Association pour la Recherche sur le Cancer :/hitpw.arc-asso.fr/Les-traitements/article/Les-
traitements.html.
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radiothérapie peut aussi étre combinée a la chivdiapie. Dans la majorité des cas, la
radiothérapie est réalisée « en ambulatoire »patent rentre chez lui aprés sa séance. Les
techniques de radiothérapie modernes, de plus e kcises, réduisent au maximum les
effets secondaires. Il s’agit essentiellement ithtions de la peau et de fatigue. La
tomothérapie, I'une des derniéres évolutions tegtes de la radiothérapie, permet de cibler la
tumeur avec une grande précision. Cela est padienhent nécessaire pour les tumeurs de

forme complexe ou situées au voisinage immédiagdies extrémement radiosensibles.

I-3.3 La chimiothérapie

Jusqua la premiére moitié du %6 siécle, seulement deux armes permettaient de

lutter contre le cancer : la chirurgie et la rakdétapie. La premiere ere de l'histoire de la
chimiothérapie commence dans les années 40 aveédauverte de I'effet leucopéniant
(diminution du nombre de leucocytes) du gaz mogtasten suit I'ere des thérapies ciblées a
partir des années 90.La chimiothérapie est utilisée en premier lieu dois le cancer n’est
pas localisé : cancer du sang ou métastases. Léigam&ents peuvent étre prescrits seuls,
combinés ou en association avec une chirurgie @uradiothérapie. La chimiothérapie est
généralement administrée en intraveineuse ou parovale (plus pratique pour le patient).
La classification des médicaments anticancéreufaisesuivant leur mécanisme d'action et
leur appartenance a des familles chimiques. llsvgr@udétruire les cellules cancéreuses,
stopper ou freiner leur croissance, ou encore aideganisme a s'en débarrasser plus
efficacement. Parmi les traitements utilisés emabthérapie, on distingue : les traitements
cytotoxiques et les thérapies ciblées.

- Les traitements cytotoxiques ont été les premiers découverts et sont encore
« classiquement » utilisés en clinique. Par définjt les médicaments cytotoxiques sont
utilisés en chimiothérapie pour tuer les cellulesagreuseSMalheureusement ils ne sont pas
spécifiqgues des cellules cancéreuses et agissertbwies les cellules en division ce qui
explique les effets secondaires. Parmi les effeteradaires les plus fréquents, on distingue
des modifications de la formule sanguine (diminutide certains globules blancs, des
globules rouges et des plaquettes), des troublgsstifis (nausées, vomissements, diarrhée,

constipation), chute des cheveux, fatigue.

® Chabner B.A., Roberts T.G.: Timeline: Chemotherapg the war on cancedat. Rev. CanceR005 5, 65-72.
® Neidle S., Thurston D.E.: Chemical approachebéadiscovery and development of cancer therapias.Rev.
Cancer 2005 5, 285-96.

7
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Les agents cytotoxiques sont classés en fonctioleutemécanisme d’action. On distingue
cing familles : les agents alkylants, les agentisrgalants, les inhibiteurs de topoisomérases,
les antimétabolites et les antimitotiques ou paistun fuseau.

- Les thérapies cibléesplus récentes sont dirigées contre des ciblegpeétiques
(enzymes, récepteurs, protéines) spécifiguemerigoges dans I'oncogenéese.

Le travail de cette thése participant a la recheedd nouveaux médicaments ciblés,
nous avons choisi de détailler dans le chapitreasiiices nouvelles thérapies en décrivant les
principales cibles thérapeutiques contre le caroecours d’investigation ou validées par le

développement d’'un médicament.

I-3.4 L’hormonothérapie

Les traitements hormonaux sont des traitementagjgsent en modifiant la sécrétion
d'’hormones ou en bloguant l'action de ces hormosmsavant ainsi la prolifération des
cellules tumorales sensibles a ces mémes horm@est le cas par exemple de certains
cancers du sein ou de la prostate, dont la craissast favorisée par des hormones pour
lesquelles ils ont des récepteurs spéecifiques.riceipe de I'hnormonothérapie est de bloquer
les récepteurs hormonaux en utilisant des antaigsnites hormones. Par exemple, différents
produits sont actuellement utilisés en tant guestiiogenes, notamment le tamoxiféne pour
traiter le cancer du sein. Dans le cancer de lstagt® : on inhibe I'action de la testostérone par
des anti-androgenes. L'hormonothérapie est le gdusent associée a d’autres traitements,

notamment la chirurgie et la radiothérapie.

I-3.5 Les biothérapies

La biothérapie est une méthode thérapeutique fosaiéiemploi d'organismes vivants
ou de substances prélevées sur des organismedsvieazymes, protéines, anticorps, genes)
par opposition a chimiothérapie, ou I'on utilises dabstances de synthése. Les biothérapies
recouvrent principalement les thérapies géniquengfert de genes, intervention sur les

genes), les thérapies cellulaires (greffes) ediiéérents types d'immunothérapies.

[-3.5.1 L'immunothérapie

Cette méthode consiste a détruire les cellules écanses par des réactions

immunitaires. Mais la grande difficulté de I'nmmuinérapie réside dans le fait que les cellules
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tumorales sont peu antigéniques. On distingue ddyges d'immunothérapie :
limmunothérapie passive et I'immunothérapie active

L'immunothérapie passive constitue un volet important de ce qu’on appelle
maintenant les thérapies ciblées. L'immunothérgpigsive consiste en effet a administrer au
malade des anticorps artificiels (dits « monoclona) produits en laboratoire. lls sont
destinés a viser une cible moléculaire préciseeptésde facon plus ou moins spécifique a la
surface des cellules cancéreuses. On utilise dassanticorps contre des facteurs nécessaires
a la multiplication des cellules malignes dont éwghbe ainsi la prolifération. Leur nombre et
leur variété augmentent tres rapidement et ils derplus en plus utilisés en complément de
la chimiothérapie classique. Ainsi, le trastuzurnabHerceptifi s'adresse aux femmes ayant
un cancer du sein résistant au traitement hab#uehison de la présence en surabondance du
récepteur HER-2.

L'immunothérapie active consiste a améliorer le fonctionnement du systeme
immunitaire afin qu’il puisse se défendre et déeuiles cellules cancéreuses.
L'immunothérapie active se pratique selon deux ritida: I'immunothérapie non spécifique
et 'immunothérapie spécifique.

by

- L'immunothérapie non spécifigueise a stimuler I'activité globale du systeme

immunitaire, sans cibler la tumeur. On utilise parela des cytokines (par exemple
l'interféron alpha, l'interleukine 2) pour stimulia prolifération des cellules immunitaires.
En cancérologie, l'interféron est utilisé dansrégtément des cancers du rein, des leucémies,
des lymphomes, myélomes ou mélanomes. L'interleuRiest essentiellement indiquée dans
deux cancers chimiorésistants : le cancer du réiastatique, et le mélanome métastatique.

- L'immunothérapie spécifiqueommeée aussi vaccination thérapeutique ou thérapie

génique est décrite ci-dessous.

I-3.5.2 La thérapie génique

Le principe de la thérapie génique est d' "injeatians une cellule un gene, soit pour
remplacer un géne déficient, soit pour faire faleigune substance destinée a détruire les
cellules tumorales, comme l'interleukine. Cettadhéutique est encore expérimentale, elle
n'est prescrite que dans le cadre d'essais cligidl@esieurs techniques sont en cours d'étude.
Par exemple, la stimulation du systeme immunitpaeinjection dans les lymphocytes d'un
gene exprimant l'interleukine 2 dans le but deuilétries cellules cancéreuses ; la technique

du géne "suicide" : les cellules tumorales somtdectées par un gene codant pour une partie

9
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du virus de l'herpés afin de rendre sensibles &lules a un médicament antiviral, le

Gancyclovir.

1-3.5.3 Les thérapies cellulaires (greffes)

La thérapie cellulaire consiste en une greffe dellamsseuse ou de cellules souches
périphériques (CSP) dans le but de renforcer l&né&ation des cellules sanguines pour
permettre de circonscrire une aplasie sanguineefa&les ou taux tres bas des globules
sanguins, blancs, rouges et plaquettes) due ahimeothérapie a forte dose, associée ou non
a une irradiation de tout le corps. Les greffes sssentiellement pratiquées dans les cas de
leucémies, lymphomes en rechute et certains myd&orRkis récemment, elles ont été
proposeées contre certaines tumeurs solides chinsddes de mauvais pronostic, tels certains
cancers du poumon, du testicule, de I'ovaire osain. La greffe de moelle osseuse est soit
autologue (la moelle est prélevée chez le propteermq® soit allogénique (la moelle est
prélevée chez un donneur pour étre réinjectéeraagveur). Dans le cas d’une allogreffe, le
donneur et le receveur doivent étre compatiblessdaivent partager les mémes antigénes du
systeme de compatibilité tissulaire ou systeme HL&s autogreffes de CSP consistent a
greffer au patient ses propres cellules jeunesilaeint dans son sang lorsqu'il sera en aplasie
provogquée par la chimiothérapie. C'est une théregiente, plus simple que la greffe de
moelle. La greffe de sang de cordon ombilical fpalierement riche en cellules jeunes
hématopoiétiques) est indiquée chez les enfantnstide leucémies ou d'autres cancers
hématologiques. Par ailleurs, les cellules jeurramdtures sont encore trés peu antigéniques
et de ce fait, la greffe est mieux supportée aveminimum de risques de rejet ou encore de

transmission de virus.

[I/ La chimiothérapie anticancéreuse ciblée ou thépie ciblée

La thérapie ciblée est par définition plus spéaifigdes cellules tumoralé8.En
pratique, elle est souvent associée a la chimiagircytotoxique. Elle a permis d’augmenter
I'efficacité des traitements sans en majorer lacitk de fagon trop importante. A la fin des
années 80, les progrés en biologie moléculairenegénétique ont permis d’obtenir de

nouvelles données sur les mécanismes de l'oncogef@ss progres ont montré que la

"Ma W.W., Adjei A.A.: Novel agents on the horizar £ancer therapy. C.Aancer J. Clin.2009 59, 111-37.
8 Rosa D.D., Ismael G., Lago L.D., Awada A.: Molemdlargeted therapies: lessons from years of @inic
developmentCancer Treat. Rey2008 34, 61-8.

10
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prolifération des cellules cancéreuses, I'apopttaagiogenese, l'invasion et la formation

des métastases sont des processus régulés pasaau réomplexe de signaux cellulaires
impliqguant un grand nombre de protéines. La redteera pu mettre en évidence que de
nombreux oncogenes codent pour des protéines kinAsedébut des années 90 commence
alors l'ere de la thérapie ciblée avec I'explosidn nombre de cibles thérapeutiques
découvertes. En 2001, les études de Brian Drukeutesent a la mise sur le marché du

Glivec® (imatinib mésylate) pour le traitement de la leuig@myéloide chroniqueF{gure 1).
\
N ()

\ + CH,SOH

Imatinib mésylate (Glivec®)
Figure 1 : Structure du Glive® (Imatinib mésylate)

C’est le premier médicament dirigé contre une pmet&inase spécifique des cellules
tumorales. Il marque le début de la thérapie cibliges les traitements antinéoplasiques. En
2004, la FDA approuve le premier anticorps monaglokvastirf (bevacizumab) utilisé en
thérapie ciblée pour le traitement du cancer darcdD’autres médicaments de type anticorps
monoclonaux ou petites molécules inhibitrices dgénes kinases, sont utilisés actuellement
en clinique avec succes. Pour éclaircir ce réseaplexe d’interactions cellulaires, la suite
de ce chapitre décrit les principales cibles théméipues anticancéreuses actuellement en
cours d’investigation ou validées par le dévelopgeiad’'un médicament.

[I-1 Le cycle cellulaire

[I-1.1 Les protéines kinases dépendantes des egc{ll@DKSs)

Les mécanismes de la régulation du cycle cellul@pesent essentiellement sur deux
structures protéiques complémentaires : les preséappelées CDK pour cycline-dependent

kinase et les cyclinesigure 2).°

® Meyerson M., Enders G.H., Wu C.L., Su L.K., Gofka Nelson C., Harlow E., Tsai L.H.: A family of iman
cdc2-related protein kinasésmbo J, 1992 11, 2909-17.
11
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G1 : croissance, préparation a la réplication
S: réplication de 'ADN

G2 : croissance, préparation a la mitose

M : mitose (division cellulaire)

! GO : cellule au repos, hors du cycle cellulaire
CyclinD

Figure 2 : Régulation du cycle cellulaire par leycline-dependent kinases (CDKSs)

La CDK2 régule le passage de la ph@dea la phasé&, CDK4 et CDK6 régulent le
passage de la pha&9 a la phasés1. La CDK1 régule le passage des cellules en mitose
(phaseM). CDK7, CDK8 et CDK9 sont impliquées dans la régjoih de la transcription. Une
dizaine de cyclines participent a la régulationcgrale, elles appartiennent a 4 classes : les
cyclines A, B, D et E. Dans les cancers, plusigiu@nements génétiques et épigénétiques
sont a l'origine d’une surexpression, de I'absetes cyclines ou d’une diminution du niveau
d’expression des inhibiteurs de CD¥sPlusieurs travaux ont montré que |'expression
d’inhibiteurs de CDKs entraine I'arrét du cycleloklire et 'apoptose des cellulEsC’est &
partir de ces observations que le développementatalogique des inhibiteurs de CDKs a
commencé, dans le but de favoriser 'apoptose désles tumorale$? Les inhibiteurs de
CDKs de premiere génération sont des inhibiteur® Admpétitifs. Parmi eux, le flavopiridol
et la (R)-roscovitine (CYC-202) sont en phasestllllepour un grand nombre de cancers
(Figure 3).

19 Sherr C.J.: Cancer and cell cycl8sience1996 274, 1672-7.
™ Shapiro G.l., Harper J.W.: Anticancer drug targetd| cycle and checkpoint contrdl. Clin. Invest. 1999
104, 1645-53.
120rzaez M., Gortat A., Mondragén L., Bachs O., Pd&raya E.: ATP-noncompetitive inhibitors of CDK-tigic
complexesChemMedChem?2009 4, 19-24.
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Flavopiridol (R)-Roscovitine SNS-032 (phase 1)
(phases 11/111) (phases 1/111)

Figure 3 : Exemples d’inhibiteurs de CDKs

Du fait de certains résultats décevants obtenuphase I, une seconde génération
d’inhibiteurs ont été développé&slls sont actuellement en phase | et Il. Parmi seixrouve
SNS-032 Figure 3) et AT-7519. D’autres inhibiteurs de type pepticiqnon ATP compétitifs
et plus spécifiques vis-a-vis des CDKs sont actusdint en phase préclinique (CIP, NB1).

[I-1.2 Les protéines kinases mitotiqgues (Aurora)

Chaque cellule fille doit hériter en sortie de r@&od’'un seul centrosome et d'un
génome parfaitement diploide. Une mitose anormaladyst des cellules aneuploides
contenant un nombre anormal de centrosomes, deracteses qui sont devenus des
signatures de cellules tumorafésLa famille Aurora, qui compte trois sérine/thréumi
kinases (A, B et C) chez 'homme, est impliquéesdianségrégation des chromosomes et la
cytokinése”® Ces trois protéines sont surexprimées dans undgrmmbre de tumeurs
caractérisées par une aneuploidie et une ampiificales centrosomes. Parmi ces trois
kinases, seule Aurora-A posséde un réel poteni@@énique en particulier dans les cancers

du seif® et les cancers colorectatixPlusieurs inhibiteurs sont actuellement évalués en

13 Malumbres M., Pevarello P., Barbacid M., BischadfR.: CDK inhibitors in cancer therapy: what is tfex
Trends Pharmacol. S¢cR008 29, 16-21.

4 Descamps S., Prigent C.: Aurora-A, -B et -C :aulie d’'une nouvelle connexion entre I'amplificatides
centrosomes, I'aneuploidie et le cancéédecine/science2002 18, 474-80.

!> Carvajal R.D., Tse A., Schwartz G.K.: Aurora kiesisnew targets for cancer thera@fin. Cancer Res.
2006 12, 6869-75.

16 Zhou H., Kuang J., Zhong L., Kuo W.L., Gray J.\8ahin A., Brinkley B.R., Sen S.: Tumour amplified
kinase STK15/BTAK induces centrosome amplificatianguploidy and transformatioNat. Genet.1998 20,
189-93.

7 Bischoff J.R., Anderson L., Zhu Y., Mossie K., Mg Souza B., Schryver B., Flanagan P., Clairvoyant
Ginther C., Chan C.S., Novotny M., Slamon D.J.wrian G.D.: A homologue of Drosophila aurora kinese
oncogenic and amplified in human colorectal candeBO J, 1998 17, 3052—65.
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phases cliniquesF{gure 4). Parmi eux, AZD-1152 est un inhibiteur sélectiatora-B 2 il
est en phase Il pour le traitement des leucémidc&ONb67 (VX-680) est un inhibiteur ATP
compétitif ciblant les 3 isoformes d’Aurora, il esttuellement en phasé’l.
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AuroraB: AZD-1152 (phase Il) Aurorakinases : MK-0457 (phase )

Figure 4 : Exemples d’inhibiteurs d’Aurora en phasdinique

I1-2 La vascularisation des tumeurs

Les inhibiteurs de la vascularisation des tumeord slassés selon leur mécanisme
d’action en deux catégories : les inhibiteurs dmdiogenése d'une part et les agents anti-

vasculaires d’autre part.

11-2.1 Les inhibiteurs de I'angiogenése

L'angiogenése est un processus décrivant la crmiesa@le nouveaux vaisseaux
sanguins (néovascularisation) a partir de vaisspagexistants. L'hypothése de I'angiogenése
dans le processus cancéreux a été décrite pouemaigre fois en 1971 par le biologiste Dr
Judah Folkmar® Il observa que les cellules tumorales ont besoimr grossir au-dela de 2
mm® de détourner ou de fabriquer de nouveaux vaissdidoxmula le concept alors novateur
des médicaments anti-angiogéniques. Le facteurraissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF) et le récepteur (VEGFR) sont aujourd’hui désdes thérapeutiques de choix contre

le cancef! Beaucoup d'inhibiteurs ont été développés : deEa@ps monoclonaux dirigés

18 wilkinson R.W., Odedra R., Heaton S.P., Wedge , ¥Ren N.J., Crafter C., Foster J.R., Brady M.Ggldy
A., Brown E., Byth K.F., Barrass N.C., Mundt K.Eqgote K.M., Heron N.M., Jung F.H., Mortlock A.A.pBle
F.T., Green S.: AZD1152, a selective inhibitor afréra B kinase, inhibits human tumor xenograft gioly
inducing apoptosi<Llin. Cancer Res2007, 13, 3682—88.

¥ Tyler R.K., Shpiro N., Marquez R., Eyers P.A.: \680 inhibits Aurora A and Aurora B kinase activity
human cellsCell Cycle 2007, 6, 2846-54.

2 Folkman J.: Tumor angiogenesis: therapeutic imagibns,N. Engl. J. Med.1971, 285, 1182-86.

2 Soltau J., Drevs J.: Mode of action and clinicapact of VEGF signaling inhibitor&xpert Rev. Anticancer.
Ther, 2009 9, 649-62.
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contre le domaine extracellulaire du VEGFR d’'uné pa des petites molécules inhibitrices
de protéines kinases d'autre part. Parmi les apticde bevacizumab (Avastin®) a été
approuvé par la FDA pour traiter les cancers do, ghi célon-rectum, du poumon. D’autres
anticorps sont en cours d'évaluation (AfliberceptJC-1C11). Parmi les molécules
approuvées, le Sorafeftb(Nexavaf) et le SunitiniB* (Suten?) sont des inhibiteurs muli
kinases (VEGFRs, PDGFR, c-kit, Raf). Le Sorafersbiediqué dans le traitement du cancer
du rein avancé, et le carcinome hépatocellulageSunitinib est indiqué pour traiter les
tumeurs stromales gastro-intestinales et le carterrein. D’autres molécules sont
actuellement en phase Il : Vatalanib, AMG-706, Parib. LaFigure 5 illustre quelques
exemples d’inhibiteurs du VEGFR.

( cl
? /\/N\/ HN/©/

N
\
F /N CF; NH © ‘\ o _N
(o) O)\N N
N H ‘ X
H A
Sunitinib (Sutent®) Sorafenib (Nexavar®) Vatalanib
(phases Il1/1)

Figure 5 : Exemples de molécules inhibitrices du GER

Une nouvelle stratégie pour inhiber I'angiogeneséadormation de métastases est
actuellement en cours d’évaluation clinifdéElle consiste a bloquer l'interaction entre les
intégrines et les ligands de la matrice extracaillal (collagene, fibronectine, laminine). Les
intégrines sont des récepteurs d'adhésion cebluleliles sont constituées d'une sous-unigé
d'une sous-unit@. Ce ne sont pas des récepteurs tyrosine kinase e¢eai récepteurs sont
capables de transmettre des signaux intracellslaigulant la prolifération, la survie, la
migration et l'angiogenése. Plusieurs antagonigles intégrines proangiogéniques et

22 Ranieri G., Patruno R., Ruggieri E., Montemurrp\&lerio P., Ribatti D.: Vascular endothelial gtbviactor
(VEGF) as a target of bevacizumab in cancer: froenttiology to the clinicCurr. Med. Chem.2006 13, 1845—
57.

% wilhelm S.M., Carter C., Tang L., Wilkie D., McNala A., Rong H., Chen C., Zhang X., Vincent P.,
McHugh M., Cao Y., Shujath J., Gawlak S., EveleihRowley B., Liu L., Adnane L., Lynch M., Auclai.,
Taylor I., Gedrich R., Voznesensky A., Riedl B.,sPb.E., Bollag G., Trail P.A.: BAY43-9006 exhibitsoad
spectrum oral antitumor activity and targets theFRAEK/ERK pathway and receptor tyrosine kinase®ined
in tumor progression and angiogene€iancer Res2004 64, 7099-7109.

24 Osusky K.L., Hallahan D.E., Fu A., Ye F., Shyr Beng L.: The receptor tyrosine kinase inhibitorl3248
impedes endothelial cell migration, tubule formatiand blood vessel formation in vivo, but hasdlitffect on
existing tumor vesseléngiogenesi2004 7, 225-33.

% Jin H., Varner J.: Integrins: roles in cancer depment and as treatment targeBs. J. Cancer 2004 90,
561-65.
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prométastatiquesa5B1, avp3 etavB5 sont en cours d’évaluation. Il s’agit soit d’aotips
monoclonaux, soit de petites molécules inhibitri¢@rmi les anticorps, le Volocixim&mui
est dirigé contre l'intégrin@5B1 est en phase Il pour traiter les cancers du pascrdu
poumon non a petites cellules et les mélanomemiRas molécules en cours d’évaluation, la
plus avanceée est le peptide Cilengitide (EMD-12)9@Hibiteur des intégrinesv33 etavf5
(Figure 6).%" Il est en phase Il pour le traitement de plusieanscers (cerveau, téte et cou,

leucémies, mélanomes, prostate).

H,N O O

2
)=N NVan
H,N N N OH
o
NH HN /©
N
e} ‘\H ",
o}

Intégrinesavf3 etavps:
Cilengitide (phase Il)

Figure 6 : Structure de I'inhibiteur d’intégrines Cilengitide

[I-2.2 Les agents anti-vasculaires (VDAS)

Les agents anti-vasculaires (VDA) ciblent les deBuendothéliales en provoquant
l'effondrement rapide et sélectif des vaisseaux draux. Contrairement aux agents
antiangiogéniques qui agissent sur les vaisseaigsards, les agents anti-vasculaires ciblent
les vaisseaux tumoraux déja établis. La plupart UBAs agissent en perturbant le
cytosquelette et les jonctions intercellulairesdiisant & la nécrose des cellules tumorales.
lls sont divisés en 2 classes : les agents déstati de la tubuline et les flavonoidegy(ire
7).

Les agents déstabilisant de la tubuliree sont des analogues de la colchicine : les

combretastatines. Ces molécules interagissent alac tubuline, induisant une

dépolymérisation des microtubules ce qui déstabille cytosquelette des cellules

% Ramakrishnan V., Bhaskar V., Law D.A., Wong M.BuyBridge R.B., Breinberg D., O'Hara C., Powers D.B.
Liu G., Grove J., Hevezi P., Cass K.M., WatsonEvangelista F., Powers R.A., Finck B., Wills M.,r@s1.,
Fang Y., McDonald D., Johnson D., Murray R., Jefity Preclinical evaluation of an antialpha5betategrin
antibody as a novel anti-angiogenic agdntxp. Ther. Oncqgl2006 5, 273-86.

2" Hariharan S., Gustafson D., Holden S., McConkeyavis D., Morrow M., Basche M., Gore L., Zang C.,
O'Bryant C.L., Baron A., Gallemann D., Colevas [Eckhardt S.G.: Assessment of the biological and
pharmacological effects of the alpha nu beta3 dpldbanu beta5 integrin receptor antagonist, ciliagi(EMD
121974), in patients with advanced solid tuméwsn. Oncol. 2007, 18, 1400-07.

% Hinnen P., Eskens F.A.: Vascular disrupting agentdinical developmen8r. J. Cancer2007 96, 1159-65.
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endothéliales. La combretastatine A4 phosphai@A4P) est le composé leader de cette
classe, il est actuellement en phase Il pour lgetreent des cancers de la thyroide et du
poumon non a petites cellules. D’autres dérivédadiamille des combretastatines sont en
cours d'évaluation clinique. Un autre dérivé deteetasse le TZT-102%, est un analogue
synthétique de la dolastatine-10 isolée du molledgalabela auricularig il est aussi en
phase Il pour les cancers du poumon non a petiegeas et les sarcomes.

Les flavonoides Le dérivé le plus étudié est l'acide 5,6-dimétApthénone-4-

acétique (DMXAA)! il est actuellement en phase IlI pour traiterdacer du poumon non a

petites cellules.

Déstabilisants de la Tubuline :

O\
Combretastatine A4 phosphate

(phase 1) TZT-1027 (phase 1)

Colchicine

Flavonoides:

o]
O O DMXAA (phase lll)
o
o

OH

Figure 7 : Exemples d’agents anti-vasculaires (VDA)
[I-3 Les modulateurs épigénétiques

Hormis des mutations directes de I'ADN des oncogietiexpansion d'une cellule

cancéreuse est frequemment associée a des madifgcatpigénétiques c'est-a-dire non

% Tozer G.M., Prise V.E., Wilson J., Locke R.J., Mujic B., Stratford M.R., Dennis M.F., Chaplin D.J.
Combretastatin A-4 phosphate as a tumor vasculgetiag agent: early effects in tumors and norrissues.
Cancer Res1999 59, 1626-34.

% de Jonge M.J., van der Gaast A., Planting A.S), Daorn L., Lems A., Boot I., Wanders J., Satomj M.
Verweij J.: Phase | and pharmacokinetic study efdblastatin 10 analogue TZT-1027, given on dagedL8 of

a 3-week cycle in patients with advanced solid ttgm@lin. Cancer Res2005 11, 3806-13.

31 Rustin G.J., Bradley C., Galbraith S., Stratford Mbadman P., Waller S., Bellenger K., Gumbrell Folkes
L., Halbert G.: 5,6-dimethylxanthenone-4-acetida@MXAA), a novel antivascular agent: phase | idat and
pharmacokinetic studyr. J. Cancer2003 88, 1160-67.
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directement codées par la séquence de I'ADN. Cedificaiions peuvent se produire
spontanément, en réponse a l'environnement. Pagsi modifications épigénétiques,
l'acétylation des histones (protéines liées a I'A@Nla méthylation de 'ADN semblent jouer
un réle important? Les modifications épigénétiques constituent urgmme qui déciderait
guels genes activer ou inhiber. L’extinction de egeBuppresseurs de tumeur ou l'activation
d’'oncogénes sont impliquées dans la dérégulatida geolifération cellulaire et I'apoptose.
Dans ce contexte, une stratégie thérapeutique |erhent trées prometteuse consiste a
corriger les erreurs épigénétiques a l'aide de oségpmodulant l'acétylation des histones et
la méthylation de I'ADN utilisés seuls ou en condlison avec d'autres agents

anticancéreux?

11-3.1 Les inhibiteurs des DNA méthyltransférasdeslMTs)

La méthylation de I'ADN se produit principalemeraind des régions appelées ilots
CpG riches en dinucléotides CG. Les DNA méthyltférases (DNMTSs) catalysent I'addition
d'un groupement méthyle provenant du donneur Sesgénéthionine sur le carbone 5 d'une
cytosine, ce qui conduit a la répression de I'esgpom du gene en aval. Les inhibiteurs de
DNMTs sont classés en deux groupes : les inhilsteucléosidiques et les inhibiteurs non-
nucléosidiquesKigure 8).

Les inhibiteurs nucléosidiquesls fonctionnent comme des analogues de nualéssi

et peuvent donc s'insérer dans I'ADN en lieu etglde la cytosine mais ne peuvent pas étre
méthylés. Parmi les inhibiteurs nucléosidiquesples étudiés : la 5-azacytidine (Vid&)a
été approuvée par la FDA pour le traitement desireynes myélodysplasiques en 2004.
Cependant, du fait de sa forte toxicité, et sadasabilité métaboliqgue d’autres analogues de
la cytidine ont été développés tels que la Zéhuggri

Les inhibiteurs non nucléosidiguesCe groupe comprend la procaine, [I'(-)-
épigallocatéchin-3-O-gallate (EGCG) et le RG108s Gwlécules inhibent les DNMTs soit
en bloquant le site actif de I'enzyme (EGCG et R&Hbit en se fixant sur les il6ts CpG de

% vandermeers F., Kettmann R., Willems L. : Implicatdes modifications épigénétiques dans les cancer
développement de nouvelles approches thérapeutiietechnol. Agron. Soc. Environ.2008 12, 211-18.
http://popups.ulg.ac.be/Base/document.php?id=2464.

% Mack G.S.: Epigenetic cancer therapy makes headivajatl. Cancer Inst2006 98, 1443—1444.

3 Zheng Y.G., Wu J., Chen Z., Goodman M.: Chemiegltation of epigenetic modifications: opporturstfer
new cancer therapied. Res. Rey2008 28, 645-87.

% Marquez V.E., Kelley J.A., Agbaria R., Ben-KasusQ@heng J.C., Yoo C.B., Jones P.A.: Zebularinenigue
molecule for an epigenetically based strategy nceachemotherapyAnn. N Y Acad. S¢R005 1058 246-54.
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I'ADN empéchant ainsi la liaison des DNMTs a I'Apocaine). Ces inhibiteurs sont moins

toxiques que les inhibiteurs nucléosidigd®s.

g 0

=\ O OH b N N
HN—G N oH o N\;‘ o N o
N_< OH
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HO OH \, O
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5-azacytidine (Vidaza®) Zébularine (préclinique)  Procaine (préclinique) RG108 (préclinique)

Figure 8: Exemples d’inhibiteurs nucléosidiques ehon-nucléosidiques des DNA
méthyltransférases (DNMTSs)

[1-3.2 Les inhibiteurs des histones désacétyladEsACs)

L'acétylation est le transfert d'un groupementydedirovenant de l'acétyle-coenzyme
A sur le groupemend-amino de certains résidus lysine. Deux famillenziymes influencent
les niveaux d'acétylation des lysines des historles histones acétyltransférases (HATS) et
les histones désacétylases (HDACSs). L'acétylatintraine la neutralisation de la charge
positive du groupement NfHde la lysine menant a la diminution des contactcd\ADN
nucléosomique qui posséde une charge négative secdes groupements PO Ces
modifications produisent une chromatine plus fléxibou I'ADN est plus accessible aux
facteurs de transcription. Le rble répresseur ti@oisonnel des HDACs peut étre supprimé
par les inhibiteurs des histones désacétylases.n@@écules constituent actuellement un
grand espoir de remedes contre certains cancerapmidreuses molécules sont en cours
d’évaluation clinique. En ciblant les HDACs, ceshibiteurs provoquent l'arrét de la
prolifération des cellules cancéreuses, l'inductienleur différenciation et/ou leur mise en
apoptosé’ Les inhibiteurs de HDACs possédent le méme méganidaction : ils se lient
dans le site catalytique contenant un atome decnservé chez les HDACSs. lIs sont classés
en trois catégories en fonction de leur structules. hydromates, les benzamides, les
tetrapeptides cycliques et les acides aliphatigues. principaux exemples sont représentés
dans laFigure 9.

% Hellebrekers D.M., Griffioen A.W., van Engeland:Nbual targeting of epigenetic therapy in can@ochim.
Biophys. Acta.2007, 1775 76-91.

37 Kelly W.K., O'Connor O.A., Marks P.A.: Histone aedylase inhibitors: from target to clinical triaBxpert
Opin. Invest. Drugs2002 11, 1695-1713.
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Les hydroxamatesLe Vorinostat (suberoylanilide hydroxamic aci®AHA) est le
premier composé de cette classe qui fut approuvia DA pour le traitement du lymphome
cutané a cellules T (CTCES.1l est actuellement en cours d’évaluation pounties types de
cancers. D’autres inhibiteurs de cette classe sonfphase clinique tels que Belinostat
(PXD101), Panobinostat (LBH589), ITF-2357, Pyroxdeni.

Les benzamidesLa molécule la plus étudiée de cette classéee8tS-275 (SNDX-

275), elle est actuellement en phase Il pour plusigypes de cancetS.

Les tétrapeptides cycligueslls constituent la classe la plus complexe aweani

structural. On y retrouve notamment le depsipeptigRomidepsine ou FR-901228), la
trapoxine et l'apidicine. Le plus avancé cliniqueimest le depsipeptide qui est en phase Il
pour de nombreux types de cancers.

Les acides aliphatiqued! s'agit d'une classe comprenant des petitdeacgras. Les

principaux inhibiteurs de cette classe sont le rodlfe et le phénylbutyrate. lls sont
actuellement en phase Il pour plusieurs types deera tels que les cancers du cerveau, du

sein, colorectal, les leucémies.

H 9 OH
NM OH
N
H
©/ o

Hydroxamate: Vorinostat (phases II/Ill) Acide aliphatique: Acide Valproique (phase II)
o}
° 4
N
Sasacy
N Z
O
H,N
Benzamide: MS-275 (phase I) Tétrapeptide cyclique: FR-901228 (phase II)

Figure 9 : Exemples d’inhibiteurs des histones déstylases (HDACS)

3 Hess-Stumpp H., Bracker T.U., Henderson D., P@itzMS-275, a potent orally available inhibitorto$tone
deacetylases—the development of an anticancer.dgenk Biochem. Cell. Bigl2007, 39, 1388—1405.

% Radhakrishnan V., Song Y.S., Thiruvengadam D.: ®epsin (depsipeptide) induced cell cycle arrest,
apoptosis and histone hyperacetylation in lungicarsa cells (A549) are associated with increasp2h and
hypophosphorylated retinoblastoma proteins exprasBiomed. Pharmacother2008 62, 85-93.
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[I-4 Les protéines chaperonnes

Les protéines chaperonnes permettent le bon repfiertridimensionnel de leurs
protéines cibles. Leur réle physiologique est deéger les protéines de la dégradation et du
stress environnemental (chaleur, hypoxie, radiqtidva protéine chaperonne HSP90 est
actuellement la plus étudiée en cancérothéf8iim. effet, plusieurs arguments expliquent cet
engouement. Tout d’abord des travaux ont montrérgniveau élevé de HSP90 permettait
l'accumulation de protéines mutées pouvant étréodgine de cancet' L'inhibition de
HSP90 minimiserait la toxicité vis-a-vis des ceadlilnormales car elles expriment moins
d’HSP90 que les cellules cancéreuses. De plusephgsprotéines oncogéniques responsables
de la transformation des cellules normales en leslluancéreuses telles que EGFR, c-Met,
Raf, CDK4, Bcr-Abl, FLT3, p53 sont ses substratar Bonséquent linhibition d’HSP90
permettrait d’inhiber plusieurs voies de signal@at cellulaire, en particulier la voie
Raf/MEK/ERK ce qui est tres intéressant pour traies tumeurs présentant plusieurs
anomalies génétiques.

La geldanamycine est un antibiotique, ce fut lenpee inhibiteur d’HSP90
découverf? A cause de sa forte toxicité hépatique, sa faitdbilité¢ métabolique et sa faible

solubilité, plusieurs analogues ont été dévelogpiggire 10).
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17-AAG (phase 1) Tanespimycine (phase ll1) 17-DMAG (phase I1)

Figure 10 : Inhibiteurs de la protéine chaperonne$P90

Le premier a entrer en phase clinique fut le 17-A@AG-allylamino-geldanamycin), il

est actuellement en phase Il pour le traitemenhalbreux types deancers?® D'autres

%0 Mahalingam D., Swords R., Carew J.S., Nawrocki..SBhalla K., Giles F.J.: Targeting HSP90 for cance
therapy.Br. J. Cancer2009 19, 1523-9.
L Kitano H.: Cancer robustness: tumour tactidature 2003 426, 125.
2 Whitesell L., Mimnaugh E.G., De Costa B., Myer€EG.Neckers L.M.: Inhibition of heat shock protein
HSP90-pp60v-src heteroprotein complex formation denzoquinone ansamycins: essential role for stress
proteins in oncogenic transformatid®roc. Natl. Acad. Sci. U S AL994 91, 8324-8.
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analogues de cette classe sont aussi en courdulioa : la tanespimycine (KOS-953), 17-
DMAG, IPI-504.

II-5 L’apoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est lecessus par lequel les cellules
déclenchent leur autodestruction en réponse aiomilss. Elle est indispensable a la survie
des organismes pluricellulaires. Les cellules cancges sont généralement des cellules dans
lesquels ce mécanisme ne fonctionne plus. Ellesivant et se multiplient en dépit
d'anomalies génétiques survenues au cours de tevecellule, alors que normalement elles
auraient di étre détruites par apoptisee mécanisme d’apoptose est gouverné par deux
voies principales d’activation :

- Une voie dite extrinseque, impliquant des réagsteppartenant a la superfamille
des récepteurs au TNF (tumor necrosis factor) ;

- Une voie dite intrinséque localisée dans la nmtodrie régulée par les protéines
antiapoptotiques : Bcl-2 et Bcl-XL et les protéipeeapoptotiques : Bid, Bad et Bim.

Ces deux voies conduisent a l'activation de pr@®as cystéine appelées caspases,
responsables des phénomenes morphologiques etirbiguRs observés au cours de
I'apoptose : exposition de phosphatidylsérine audace de la membrane cellulaire, arrét de
la réplication, fragmentation du noyau et du cytmdette entrainant la formation de corps
apoptotiques phagocytés par les cellules envirdesan

Plusieurs stratégies sont a I'essai pour induia@dptose des cellules cancéreuses
(Figure 11) :

1) La synthése d’agonistes du récepteur TRAIL memibe la superfamille des
récepteurs au TN Actuellement un anticorps monoclonal le Mapatumbithat une

molécule AMG-655 (structure non accessible) sontlease Il pour divers types de cancers.

*3 Ronnen E.A., Kondagunta G.V., Ishill N., SweeneM S Deluca J.K., Schwartz L., Bacik J., Motzer RA
phase Il trial of 17-(Allylamino)-17-demethoxygetdanycin in patients with papillary and clear celhal cell
carcinomalnvest. New Drug2006 24, 543-46.

**Klein S., McCormick F., Levitzki A.: Killing timdor cancer cellsNat. Rev. Cancef005 5, 573-80.

4 Ziegler D.S., Kung A.L.: Therapeutic targetingagfoptosis pathways in canc@urr. Opin. Oncol, 2008 20,
97-103.

“® Tolcher A.W., Mita M., Meropol N.J., von Mehren MPatnaik A., Padavic K., Hill M., Mays T., McCoy, T
Fox N.L., Halpern W., Corey A., Cohen R.B.: Phaspharmacokinetic and biologic correlative study of
mapatumumab, a fully human monoclonal antibody vétionist activity to tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand receptordl.Clin. Oncol, 2007, 25, 1390-95.
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2) La synthése d’antagonistes de la survivine i ume protéine inhibitrice de
I'apoptose dont la surexpression favorise la pregjom du cancer et représente un marqueur
de mauvais pronostft. Plusieurs molécules sont en cours d’évaluatideseiu’YM-155 et
LY-2181308 (oligonucléotide antisens) qui sont atteiment en phase Il.

3) La synthese d’antagonistes de la protéine ampiapique Bcl-2 pour remédier a la
surexpression de Bcl-2 qui est responsable detadfiion et la progression de la tumeur et de
la chimiorésistanc& Oblimersen, un oligonucléotide antisens de BckRagtuellement en
phase Il pour les mélanomes et les myélomes ephase Il pour d’autres nombreux
cancers? D'autres molécules inhibant des interactions pnet@rotéine spécifiques de Bcl-2

sont en cours d’évaluation : Obatoclax et ABT-263.
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Antagoniste Bcl-2 : Obatoclax (phase I/11)

Figure 11 : Exemples de molécules inductrices daploptose

[I-6 Les inhibiteurs des voies de signalisation imacellulaire autres que la voie
Raf/MEK/ERK

La signalisation cellulaire ou transduction du sigiésigne l'intégration d'un message

d'origine extracellulaire par une cellule. Le mgsspasse a travers la membrane plasmique,

*" Hunter A.M., LaCasse E.C., Korneluk R.G.: The liuirs of apoptosis (IAPs) as cancer targasoptosis
2007, 12, 1543-68.

8 Fesik S.W.: Promoting apoptosis as a strategydacer drug discoverilat. Rev. CanceR005 5, 876-85.

9 O'Brien S., Moore J.O., Boyd T.E., Larratt L.Mkdnicki A., Koziner B., Chanan-Khan A.A., SeymalF.,
Bociek R.G., Pavletic S., Rai K.RRandomized phase lll trial of fludarabine pluslophosphamide with or
without oblimersen sodium (Bcl-2 antisense) in guats with relapsed or refractory chronic lymphocyti
leukemiaJ. Clin. Oncol, 2007, 25, 1114-20.
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arrive dans le cytoplasme, puis passe dans le nmyaugéenérer la transcription de protéines.
Les cellules émettent des médiateurs ou ligandsnrees, facteurs de croissance, cytokines,
peptides...) qui sont détectés par d'autres cella@lesniveau de récepteurs extra ou
intracellulaires spécifiques, ce qui induit uneargge de la cellule réceptrice. La fixation du
ligand sur son récepteur induit un changement déocmation de celui-ci, ce qui active une
cascade de réactions biochimiques conduites panegmes a l'intérieur de la cellule (par
exemple une série de phosphorylations pour legimex kinases).

Les voies de signalisation régulent finement dexgssus cellulaires clés tels que la
prolifération, la différenciation, la mobilité, téponse au stress, I'apoptose, le métabolisme et
linflammation. La Figure 12 représente les principales voies de signalisatigoliquées

dans la régulation de ces processus.

y. I'
e,
. .

Jil etos “" Prolifération
* N cellulaire

Figure 12 : Principales voies de signalisation iarellulaire

Dans les cellules cancéreuses, certaines voiesgdalisation sont altérées par la

mutation ou la surexpression d’'un oncogene, coadtiga leur dérégulation. En général,
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plusieurs voies de signalisation sont impliquéessda carcinogenésé>! Selon les protéines

altérées, le phénotype de la cellule cancéreuse diffierent. Parmi les cibles les plus
attractives de la thérapie ciblée anticancéreusipant a la signalisation intracellulaire, on
distingue: les récepteurs tyrosine kinases (RTksyoie MAP kinase Raf/MEK/ERK et la

voie PI3K/Akt/mTor.

[1-6.1 Les récepteurs tyrosine kinases (RTKSs)

[1-6.1.1 Le récepteur Bcr-Abl

Le Glive® (imatinib) représente le premier médicament antiéeeux spécifiquement
ciblé (Figure 13). Synthétisé en 1992 sous le nom STI571 ou CGREF Iar le groupe
Novartis, il a été approuvé en 2001 par la FDA geutraitement de la leucémie myéloide
chroniqué? (LMC) positive au chromosome Philadelphie P&t en 2002 pour le traitement
des tumeurs stromales gastro-intestinales (G&T)Le Glive® a révolutionné le traitement
de la LMC et des GISTs en devenant le médicamguitileprescrit contre ces maladies. Il est
significativement plus efficace et mieux toléré deethérapies suivies jusqu’a ce jour.

L O

\ + CH,SO,H

Imatinib mésylate (Glivec®)

Figure 13 : Structure du Glivec (Imatinib mésylatenhibiteur des RTKs : Bcr-Abl, c-kit et
PDGFR-a

0 Bianco R., Melisi D., Ciardiello F., Tortora G.el{ cancer cell signal transduction pathways aspieeric
targets.Eur. J. Cancer2006 42, 290-4.

L Adjei A.A., Hidalgo M.: Intracellular Signal Tradaction Pathway Proteins As Targets for Cancer djned.
Clin. Oncol, 2005 23, 5386-403.

2 Deininger M.W., Goldman J.M., Lydon N., Melo J.\The tyrosine kinase inhibitor CGP57148B selectjivel
inhibits the growth of BCR-ABL-positive cell8lood 1997 90, 3691-98.

3 Demetri G.D., von Mehren M., Blanke C.D., Van d&bbeele A.D., Eisenberg B., Roberts P.J., Heinrich
M.C., Tuveson D.A., Singer S., Janicek M., Fletchét., Silverman S.G., Silberman S.L., Capdeville Rese
B., Peng B., Dimitrijevic S., Druker B.J., CorleSs Fletcher C.D., Joensuu H.: Efficacy and saéétymatinib
mesylate in advanced gastrointestinal stromal tsnrEngl. J. Med.2002 347, 472-80.

> O'Brien S.G., Guilhot F., Larson R.A., GathmanrBiaccarani M., Cervantes F., Cornelissen J.JchEisT.,
Hochhaus A., Hughes T., Lechner K., Nielsen J.lou$selot P., Reiffers J., Saglio G., Shepherdithoigsson
B., Gratwohl A., Goldman J.M., Kantarjian H., TayK., Verhoef G., Bolton A.E., Capdeville R., Druk®.J.:
Imatinib compared with interferon and low-dose cgtane for newly diagnosed chronic-phase chronieloig
leukemia.N. Engl. J. Med.2003 348 994-1004.
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Il s’agit d’'un inhibiteur des récepteurs tyrosinedses : Bcr-Abl, c-Kit, et PDGFR.
Bcr-Abl est une protéine chimériqgue anormale isdeiéa fusion du géne Abl a la région Bcer
du chromosome 22. Cette anomalie chromosomiquasBapthromosome Philadelphie (Ph)
est responsable de lactivité tyrosine kinase dotise de Bcr-Abl conduisant a la
prolifération des cellules leucémiques. Des mumati@lans les genes codant pour les
récepteurs c-KIT et PDGFR2>°° conduisent & leur suractivation responsable derfaation
des GISTs.

[1-6.1.2 Les récepteurs au facteur de croissandde¥mique (HER)

La famille des EGFRS est composée des 4 récepteurs transmembranair@d HE
(erbB-1), HER2 (erbB-2 ou neu), HERS3 (erbB-3) etR4EerbB-4). lls contiennent tous un
domaine intracellulaire tyrosine kinase sauf HERB8us les membres de la famille sauf
HER2 sont capables de lier des ligands extraceksla L’activation des EGFRs induit
l'activation de plusieurs voies de signalisation marticulier les voies Raf/MEK/ERK et
PI3K/Akt/mTor favorisant la prolifération cellul&y la différenciation, la survie, la mobilite,
I'adhésion cellulairé® Les EGFRs sont surexprimés ou suractivés dansieptss
carcinomes?®° Deux approches sont développées actuellementipbilver les EGFRs : les
anticorps monoclonaux (mAbs) dirigés contre le domaxtracellulaire du récepteur d’'une
part et les petites molécules inhibitrices de tyrekinase qui se lient au domaine tyrosine
kinase intracellulaire d’autre part. En bloquarnintéraction ligand-récepteur, les mAbs
inhibent 'homo ou I'hétérodimérisation du réceptee qui induit leur internalisation et par
conséquent linhibition de la voie de signalisatimédiée par le récepteur. Plusieurs mAbs
ont été approuveés par la FDA :

- le Cetuximab (ErbituX) et le Panitrumumab (Vectibix sont dirigés contre HER1 et

sont indiqués pour traiter le cancer colorectal ;

%5 Heinrich M.C., Rubin B.P., Longley B.J., FletckeA.: Biology and genetic aspects of gastrointestiromal
tumors: KIT activation and cytogenetic alteratiodsm. Pathol.2002 33, 484-95.

% Heinrich M.C., Corless C.L., Duensing A., McGregVe, Chen C.J., Joseph N., Singer S., Griffith.D.J
Haley A., Town A., Demetri G.D., Fletcher C.D., teleer J.A.: PDGFR activating mutations in gastrointestinal
stromal tumorsScience2003 299, 708-10.

" Carpenter G., Cohen S.: Epidermal growth factoBiol. Chem.199Q 265, 7709-12.

8 varden Y., Sliwkowski M.X.: Untangling the ErbBgsialling network.Nat. Rev. MolCell. Biol, 2001, 2,
127-37.

¥ Harari P.M., Allen G.W., Bonner J.A.: Biology afteractions: antiepidermal growth factor recepteras.J.
Clin. Oncol, 2007, 25, 4057-65.

 Mendelsohn J., Baselga J.: Epidermal growth fanteeptor targeting in cance®emin. Onco).2006 33,
369-85.
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- le Trastuzumab (Hercepfip est dirigé contre HER2 et indiqué pour traites le
cancers du sein ou HER2 est surexprimé. Beaucaaytrds mAbs sont en phase clinique
[I/1Il (Matuzumab, Pertuzumab, ...).

Concernant les petites molécules inhibitrices desipe kinase, trois produits sont
actuellement utilisés en cliniquéigure 14) :

- Gefitinib (Iress§), spécifique de HER1 est indiqué dans le traitendencancer du
poumon non a petites cellules ;

- Erlotinib (Tarcev8), spécifique de HERL1 est indiqué dans le traitendes cancers
du poumon non a petites cellules et du pancreéas ;

- Lapatinib (Tykerf) spécifique de HER2 et HER1 est indiqué pourdrdis cancers
du sein ot HER2 est surexpriftfé.

D’autres molécules inhibitrices sont actuellemanpbase clinique | et II. Comme le
lapatinib, elles ne sont plus spécifiques d’'un sgpé de récepteur HER. Par exemple XL-
647 inhibe HER1, HER2, HER4, VEGFR2 et EPHB4 (réeepde I'éphrine B4).

od H

S Ny

HN

b

o N
[
HN ¢ F So >0 Y
°A©/ "0 s
HER2 et HER1 : Lapatinib (Tykerb®
patinib (Ty ) HER1 : Erlotinib (Tarceva®)

Figure 14 : Exemples d’inhibiteurs des EGFRs

[1-6.1.3 Le récepteur c-Met

c-Met est un récepteur transmembranaire tyrosinaski impliqué dans la régulation
de la mobilité, la prolifération, la survie et Kiasion cellulairé? Il lie un seul ligand le
facteur de croissance hépatocyte (HGF), ce quiitndurecrutement a la membrane de
plusieurs protéines effectrices, principalementabG Grb2 et PI3K. c-Met contribue a
'activation de plusieurs voies de signalisationntddes principales sont les voies
Raf/MEK/ERK et PI3K/Akt. Des mutations génétiquas géne codant pour le récepteur (le
proto-oncogene MET), la surexpression de MET ou stimaulation anormale du récepteur

sont a l'origine de sa suractivation. Plusieursatians oncogéniques ont éte identifiees dans

1 Moy B., Kirkpatrick P., Kar S., Goss P.: Lapatiniat. Rev. Drug Discoy2007, 6, 431-32.
%2 Rosario M., Birchmeier W.: How to make tubes: sigmg by the Met receptor tyrosine kina3eends Cell.
Biol., 2003 13, 328-35.

27



Chapitre | : Introduction

plusieurs types de cancers (estomac, rein, pouncen)qui fait de c-Met une cible
thérapeutique trés attracti?&Plusieurs inhibiteurs sont actuellement en phés@ee dont
deux anticorps monoclonaux anti-HGF (AMG-102, OASj[2n phase | et quatre molécules
parmi lesquelles XL-880Fjgure 15 qui est en phase I/l pour les cancers du re@, d
'estomac et du cou. XL-880 a la particularité diimer plusieurs RTKs : c-Met, VEGFR-2,
PDGFRS, Kit, FLT3, Tie-2 et Ron.
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XL-880 (phase I/11)

Figure 15 : Structure de XL-880, inhibiteur du RTk-Met

[1-6.1.4 Les récepteurs du facteur de croissancegyge insuline
(IGFRs)

Les récepteurs du facteur de croissance de typdinas(IGFRs) sont des récepteurs
transmembranaires de type tyrosine kinase. Le tégepGR de type 1 (IGF-1R) est capable
de lier les ligands IGF-1 (Insulin-like growth factl) et IGF-2. Il partage 84 % d’homologie
avec le récepteur a I'insuline (IB)Le récepteur IGR de type 2 lie uniqguement I'lGEte
posséde pas de domaine tyrosine kinase. L'activates récepteurs IGF-1R et IR conduit a
'activation en aval des voies Raf/MEK/ERK et PI3kt favorisant la prolifération
cellulaire, la survie et la formation de métastagaseffet, la suractivation de ces récepteurs
est impliguée dans de nombreux cancers commerie lagprostate, le cblon, le pancréas, le
foie et les mélanomés.Par conséquent une stratégie permettant de aibiguement les
récepteurs IGF-1R ne serait pas suffisante pouyueliol’activation des voies médiées par les
ligands IGF et le récepteur a I'insuline (IR) deveassi étre ciblé. Cependant a cause de son
réle important dans ’lhoméostasie du glucose,riatégie idéale serait de cibler les récepteurs

IGFR et IR uniquement dans les cellules tumorates gviter de potentielles complications

83 Christensen J.G., Burrows J., Salgia R.: c-Mea &arget for human cancer and characterizationtibitors
for therapeutic interventiolCancer Lett.2005 225, 1-26.
% Sachdev D., Yee D.: Disrupting insulin-like grovitttor signaling as a potential cancer therapgl. Cancer
Ther, 2007, 6, 1-12.
% pollak M. Insulin-like growth factor related sidimg and cancer developmenRecent Results Cancer Res.
2007, 174, 49-53.
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telles que l'apparition de diabéte de type 2. Albdmeent, il n’existe que des inhibiteurs
dirigés contre I'GF-1R en phase cliniqgue. Cingi@mps monoclonaux sont en cours
d’évaluation, le plus avancé est le CP-721, 871equphase Ill pour les cancers du poumon
non a petites cellules et en phase Il pour leserandu sein, colorectal, de la prostate et le
sarcome d’Ewing. Parmi les molécules inhibitridesis sont en phase | : XL-228, OSI-906

(Figure 16), et I'acide nordihydroguaréacétique.

N7 0OSI-906 (phase I)

Figure 16 : Structure d’OSI-906, inhibiteur du RTHGF-1R

11-6.2 Les protéines kinases intracellulaires

En aval des RTKs, interviennent un grand nombrprd&ines kinases intracellulaires
pour continuer a transmettre le signal extracehela l'intérieur de la cellule. Parmi les
protéines kinases intracellulaires les plus aftrastde la thérapie ciblée anticancéreuse, on
distingue : c-Src, PI3K, Akt, mTor, Raf, MEK, ERK.

[1-6.2.1 La protéine c-Src

c-Src fut la premiére protéine tyrosine kinase l@ludécouverte en 1979 par J-M.
Bishop and H.E. Varmus. Plusieurs études ont manitélle joue un réle important dans la
carcinogenése (mitose, adhésion, invasion, mopifit&rc est une protéine médiatrice du
signal mitotique entre les récepteurs aux factelerscroissance tels que EGFR, c-Met et
'IGF-1R et d’autres protéines situées en aval\waess de signalisation telles que Ras, PI3K
et FAK (Focal-adhesion kinas®).La dérégulation de I'activité de Src est impliqugns

I'apparition de plusieurs cancers (sein, poumotgrestal, ovaires§®

% Frame M.C.: Src in cancer: deregulation and comseces for cell behaviouBiochim. Biophys. Acta2002
1602 114-30.

7 Laird A.D., Li G., Moss K.G., Blake R.A., Broome.M, Cherrington J.M., Mendel D.B.: Src family ke
activity is required for signal tranducer and aator of transcription 3 and focal adhesion kinase
phosphorylation and vascular endothelial growthdiasignaling in vivo and for anchoragedependertt an
independent growth of human tumor celftol. Cancer Thet.2003 2, 461-69.
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Actuellement une seule molécule, le Dasatinib (6g®), a été approuvée par la
FDA pour traiter les leucémies myéloides chronigeresas de résistance a I'imatinib et les
leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) PAite Dafatinib est un inhibiteur spécifique des
deux protéines kinases c-Src et Abl. Il possedmé@oanisme d'action assez semblable a celui
de limatinib, il inhibe aussi Bcr-Abl mais il a lparticularité d'agir sur des formes de
I'enzyme résistantes & limatiniB.Quatre autres molécules sont actuellement en phase
clinique | et Il (Bosutinib, AZD-0530, XL-999 et xP28). LaFigure 17 illustre quelques

exemples d’inhibiteurs de la protéine kinase Src.
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Dasatinib (Sprycel®) XL-999 (phase I/11) Bosutinib (phase I/11)
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Figure 17 : Exemples d’inhibiteurs de la protéineriase Src

[1-6.2.2 La voie PI3k/Akt/mTor

La voie de la phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3j¢ue un réle majeur dans les
cellules, en régulant notamment la proliférationlut@re, la survie, la mobilité, la
différenciation, le métabolisme du glucose. La déldtion de cette voie est impliquée dans
de nombreux processus tumoraux, et représenteibleeparticulierement intéressante pour
les traitements anticancére{fX Elle est activée en amont par la liaison de nombligands
extracellulaires (facteurs de croissance, insulayokines) a leurs récepteurs d’intérét tels
gue les récepteurs tyrosine kinases (voir précédmammet les récepteurs couplés aux
protéines G. La régulation de cette voie de sigatibn est complexe due a I'existence d’'une
boucle de rétrocontréle et d’interconnexions avewutdes axes de signalisation comme la
voie Raf/MEK/ERK. Les PI3Ks générent la formatiam ghospholipide membranaire (PIP3)
qui est le principal second messager conduisdatviation des protéines kinases Akt (aussi

% Qlivieri A., Manzione L.: Dasatinib: a new stepritolecular target therappnn. Oncol.2007, 18, 42— 46.

% Burgess M.R., Skaggs B.J., Shah N.P., Lee F.Muy8es C.L.: Comparative analysis of 2 clinicallytiae
BCR-ABL kinase inhibitors reveals the role of comfmtionspecific binding in resistande:oc. Natl. Acad. Sci.
U S A 2005 102 3395-3400.

" Engelman J. A., Luo J., Cantley L.C.: The evolutaf phosphatidylinositol 3-kinases as regulatdrgrowth
and metabolisnNature Rev. Gene200§ 7, 606—19.

" Liu P., Cheng H., Roberts T.M., Zhao J.J.: Targethe phosphoinositide 3-kinase pathway in caridat.
Rev. Drug Discoy2009 8, 627-44.
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appelée PKB) et PDK1. Le gene suppresseur de tuRTEEN code pour une phosphatase qui
déphosphoryle PIP3, par conséquent elle agit commeégulateur négatif de la voie de
signalisation’? Des travaux récents en génomique ont permis detremogue plusieurs
protéines de la voie sont mutées ou altérées dansothbreux cancers induisant une
suractivation de la voie. C’est le cas des pro#Ri€EN, PI3K et PDK1*

Outre le fait que mTor soit la protéine substrakd, le lien entre mTor et le cancer
fut établi avec la mise en évidence du mécanismetioh de la Rapamycine (Rapamting
En effet il a été montré que I'effet antinéoplagigle la Rapamycine est di a l'inhibition de
mTor.

Les inhibiteurs de PI3KFigure 18) : La Wortmannine (produit naturel) et LY294002

(produit de synthése) furent les deux premiershitduirs de PI3K découverts mais ils sont
trop toxiques pour étre utilisés en cliniqddJne dizaine de molécules sont actuellement en
cours d’'évaluation cliniqué. Plusieurs d’entre elles ont une double spécifieitéers PI3K et
mTor. C’est le cas pour les produits BEZ235 et B&F,2es plus avancés dans les essais
cliniques’®’" Ils sont en phase I/Il pour le traitement des tursesolides avancées, le cancer

du sein et le syndrome Cowden causé par des mgat® PTEN.

SN
‘ = ‘ /)\©/OH
O N
LY294002 BEZ235 (phase ) PI-103 (phase I)

Figure 18 : Exemples d’inhibiteurs de PI3K

Les inhibiteurs d’Akt(Figure 19) : Plusieurs inhibiteurs ont été développés et ils

peuvent étre regroupés en différentes classes: d&dmmlogues lipidiques du
phosphatidylinositol, les inhibiteurs ATP compd&itiet les inhibiteurs allostériques.

2 Cantley L.C., Neel B.G.: New insights into tumasppression: PTEN suppresses tumor formation by
restraining the phosphoinositide 3-kinase/AKTpathvirroc. Natl. Acad. SclUSA 1999 96, 4240-45.
339. Ma W.W., Hidalgo M.: Exploiting novel moleculaargets in gastrointestinal cancet/orld J.
Gastroenterol.2007, 13, 5845-56.
" Knight Z.A., Shokat K.M.: Chemically targeting tF¢3K family. Biochem. Soc. Tran®007, 35, 245-49.
> Sundstrom T.J., Anderson A.C., Wright D.L.: Inhivs of phosphoinositide-3-kinase: a structure-tase
approach to understanding potency and selecti@ity. Biomol. Chem2009 7, 840-50.
® Garcia-Echeverria C., Sellers W.R.: Drug discovepproaches targeting the PI3K/Akt pathway in cance
Oncogeng2008 27, 5511-26.
" Marone R., Cmiljanovic V., Giese B., Wymann M.Pargeting phosphoinositide 3-kinase: moving towards
therapy.Biochim. Biophys. Acta2008 1784 159-85.
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L'inhibiteur le plus avancé en clinique est la fmsing® (analogue lipidique du
phosphatidylinositol) qui prévient la liaison d’Alti PIP3 empéchant ainsi son activation. Il
est actuellement en phase I/ll pour traiter les ey solides avancées, les myélomes
multiples, le cancer des ovaires, les sarcomesisis mous et les mélanomes malins. Parmi
les autres inhibiteurs en phase I, on peut ci®BK-690693° qui est un inhibiteur ATP

compétitif et MK-2208° qui est un inhibiteur allostérique.

HO

GSK-690693 (phase I) Perifosine (phase I1) MK-2206 (phase I)

Figure 19 : Exemples d’inhibiteurs d’Akt en phasdimique

Les inhibiteurs de mTorPlusieurs analogues de la Rapamycine ont été apgsqar

la FDA : le Temsirolimus (Toris&) indiqué dans les cancers du rein avanéégute 20)
comme la Rapamycine et I'Everolimus (Afinifyrpour traiter les sarcom&sCes produits
sont aussi en phase clinique pour d’autres typesdeers. Deux inhibiteurs ATP compétitifs
OSI-027 et AZD8055 sont actuellement en phase i praiter les tumeurs solides avancées et

les lymphomes, leurs structures chimiques ne sasmepcore accessibl&s.

8 Hilgard P., Klenner T., Stekar J., Noéssner G., séher B., Engel J.D-21266, a new heterocyclic
alkylphospholipid with antitumour activityeur. J. Cancerl997, 33, 442—6.
" Rhodes N., Heerding D.A., Duckett D.R., Eberweid.PKnick V.B., Lansing T.J., McConnell R.T., G&m
T.M., Zhang S.Y., Robell K., Kahana J.A., Geske.RK¥eymenova E.V., Choudhry A.E., Lai Z., LebeD.J.
Minthorn E.A., Strum S.L., Wood E.R., Huang P.Sap€land R.A., Kumar R.Characterization of an Akt
kinase inhibitor with potent pharmacodynamic antitamor activity.Cancer Res2008 68, 2366—74.
8 |indsley C.W., Barnett S.F., Yaroschak M., Biloded.T., Layton M.E.: Recent progress in the develept
of ATP-competitive and allosteric Akt kinase inhdas. Curr. Top. Med. Chem2007, 7, 1349-63.
8 Faivre S., Kroemer G., Raymond E.: Current develept of mTOR inhibitors as anticancer agehtature
Rev. Drug Discoy2006 5, 671-88.
8 Feldman M.E., Apsel B., Uotila A., Loewith R., Ktit Z.A., Ruggero D., Shokat K.MActive-site inhibitors
of mTOR target rapamycin-resistant outputs of mMTQR@Gd mMTORC2PLoS Biol, 2009 7, e38.
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mTor : Temsirolimus (Torisel®)

Figure 20 : Structure de I'inhibiteur de mTor Temsilimus (Torisef*)

11/ Inhibition de la voie MAPK : Raf/MEK/ERK
I1I-1 Réle de la voie Raf/MEK/ERK dans le cancer

De nombreuses études ont montré que la voie RaffMEK est majoritairement
impliquées dans la régulation de la prolifératiefiudaire, la survie, I'adhésion, la mobilité et
la différenciation Figure 21). Elle est composée de la protéine Ras et dest8ipes kinases
Raf, MEK et ERK. Ras, Raf et MEK sont les princgsal cibles thérapeutiques
anticancéreuses de la v87## Elle est activée en réponse a des stimuli exitdagks tels
gue les facteurs de croissance et les cytokinessguient aux récepteurs RTKs (EGFR,
VEGFR, PDGFR, c-Met, c-Kit) et aux GPCRs, respextient. L'information est transmise a
la protéine Ras (GTPaseja les protéines adaptatrices Grb2 et SOS. Ras actiegient
affine pour de nombreuses protéines effectrices lésrplus connues sont Raf, PI3K, PAK et
Rac® Le recrutement de Raf & la membrane provoque stimation par une cascade
d’événements de déphosphorylations puis de phoglations®°?” Raf activée phosphoryle la
protéine kinase MEK pour l'activer. MEK active ppbsryle a son tour la protéine kinase
ERK. ERK phosphorylée a de nombreux substratsqigsdes protéines cytoplasmiques, des

8 Roberts P.J., Der C.J.: Targeting the Raf-Mek4itogen-activated protein kinase cascade for tatinent
of cancer Oncogeng?2007, 26, 3291-3310.
8 Wong K.K.: Recent developments in anti-cancer &g¢argeting the Ras/Raf/MEK/ERK pathwdyecent
Pat. Anticancer Drug Discoy2009 4, 28-35.
8 Marshall CJ.: Ras effector€urr. Opin. Cell. Biol, 1996 8, 197—204.
8 Dhillon A.S., Kolch W.: Untying the regulation tfe Raf-1 kinaseArch. Biochem. Biophy 2002 404, 3-9.
87 Wellbrock C., Karasarides M., Marais R.: The RAf@tpins take centre stagiat. Rev. Mol. Cell. Big].
2004 5, 875-85.
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facteurs de transcription, des régulateurs dealduttion et les protéines kinases de la famille
Rsk®®

hormones, chimiokines,
interleukines , neurotransmetteurs

/

GPCR G
00000000 OOOOOOO
OOOOO OOOO

facteurs de croissance (TGF-a, EGF, VEGF, PDGF-B)

,_~RTKSs (EGFR, VEGFR-2/-3, PDGFR-B)

000000000000000000000000
000000000000000000000000

Effects directs de C-Raf:
inhibition de l'apoptose

libération de
cytochrome ¢

mitochondrie

— inactive

—active

Effets indirectsde C-Raf via MEK/ERK:
prolifération, différentiation, survie
adhésion, angiogénese, mobilité cellulaire

Figure 21 : La voie de signalisation Raf/MEK/ERKGPCR : récepteurs couplés aux
protéines G hétérotrimériques, RTK : récepteurogiyre kinase, AC : adénylate cyclase,
PLC : phospholipase C, PKA et PKC: protéines kisa&eet C, RKIP ou PEBP : Raf kinase
inhibitor protein ou phosphatidyl ethanolamine Limgl protein.

Il existe de nombreuses mutations oncogéniquesgdass RAS codant pour des
formes suractivées de Ra¢K-Ras, H-Ras et N-Ras). Elles sont & I'origindalsuractivation
de la voie Raf/MEK/ERK. Les mutations de Ras repméant 20 % a 30 % des cancers chez
’homme. La forme mutée K-Ras est la plus fréquesttelle existe dans les cancers du
pancréas (90 %), du célon (50 %), du poumon (30 dé)Ja thyroide (50 %), dans les
leucémies aigués (5-30 %) et les leucémies myé&aitieoniques (65 %f. La suractivation
de la voie résulte aussi de mutations ou de laxpueesion des récepteurs aux facteurs de
croissance (EGFR, PDGFR, VEGFR) situés en amola deie.

Dans la cellule, il existe un inhibiteur naturel da voie de signalisation
Raf/MEK/ERK : la protéine appelée PEBP ou RKIP (&i@mtidyl Ethanolamin®inding

8 yoon S., Seger R.: The extracellulaire signal-temga kinase: multiple substrates regulate diverdkilar
functions.Growth Factors2006 24, 21-44.

8 Malumbres M., Barbacid M.: RAS oncogenes: the fisyearsNat. Rev. Cancef003 3, 459—65.

% Rajalingam K., Schreck R., Rapp U.R., Albert SasRoncogenes and their downstream tardgitschim.
Biophys. Acta.2007, 1773, 1177-95.
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Protein ou Raf kinase inhibitor protein). Elle ib&ila voie par interaction directe avec les
protéines kinases Raf, MEK et ERRigure 21).°*

[11-2 Approches thérapeutiques actuelles pour inhiker la voie RaffMEK/ERK

I11-2.1 Les inhibiteurs de Ras

L’approche consiste a bloquer les modificationgp@sluctionnelles de Ras, telle que
la farnésylation, qui permettent son associatida membrane et son activation. Ainsi, les
enzymes impliguées dans ces modifications sont dileles thérapeutiques potentielles.
L’enzyme la plus étudiée est la farnésyltransfé(&3ase) dont plusieurs inhibiteurs ont été
développés. Le plus avancé est le Tipifarnib quiess phase Il pour le traitement des
leucémies et en phase Il pour d’autres cancers, (sefveau, colorectal..”}.Cependant le
Tipifarnib a donné des résultats décevants dangtieles de phase Il et en phase Il pour le
cancer du pancréaBigure 22).°° L'efficacité des inhibiteurs de Ras en cancérathiér reste
encore a prouver. Par conséquent, plus d’effot®@ninvestis pour concevoir des inhibiteurs
de Raf et MEK.

Inhibiteur de la farnésyltransférase:
Tipifarnib (phase lll)

Figure 22 : Structure du Tipifarnib, inhibiteur dd’activation de Ras

*Lyeung K., Seitz T., Li S., Janosch P., McFerraniiser C., Fee F., Katsanakis K.D., Rose D.Wsd¥iak
H., Sedivy J.M., Kolch W.: Suppression of Raf-1dde activity and MAP kinase signalling by RKIRature
1999 401, 173-7.

92 Zhu K., Hamilton A.D., Sebti S.M.: Farnesyltransfge inhibitors as anticancer agents: current st&uwrr.
Opin. Investig. Drugs2003 4, 1428-35.

% van Cutsem E., van de Velde H., Karasek P., OEittl&/ervenne W.L., Szawlowski A., Schoffski P.,sP8.,
Verslype C., Neumann H., Safran H., Humblet Y.,eReRuixo J., Ma Y., Von Hoff D.: Phase lll trial of
gemcitabine plus tipifarnib compared with gemcitebiplusplacebo in advanced pancreatic canteflin.
Oncol, 2004 22, 1430-38.
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111-2.2 Les inhibiteurs de MEK

MEK est une sérine/thréonine et une tyrosine kinale existe sous deux isoformes
MEK1 et MEK2. Elles sont tres spécifiques, a ce jon seul substrat est connu : la protéine
ERK sous ses deux isoformes ERK1 et ERK2. L'adtivatonstitutive de MEK est due a des
stimuli en amont de la voie de signalisation tele gles mutations au niveau des RTKs, de
Ras ou de B-Raf. Par conséquent le développemanttiltiteurs de MEK est une approche
prometteuse pour la thérapie anticancérélisa. plupart des inhibiteurs connus de MEK sont
des inhibiteurs allostériques, ils ne se fixent gass la poche ATP ce qui explique leur fort
degré de spécificité vis-a-vis de MEK. CI-1040l&ipremier inhibiteur a étre étudié en phase
clinique® Son développement s’arréta en phase Il & causa figble stabilité métabolique et
de sa pauvre biodisponibilité. Du fait des réssltancourageants observés en phase
précliniqué® et en phase | pour son activité antitumorale, efiests ont été poursuivis dans
cette voie et plusieurs analogues du Cl-1040 éntléveloppésrigure 23). PD032590%’ et
AZD-6244® (ARRY-142886) sont actuellement les plus avanitgsont en phase Il pour le
traitement de nombreux types de cancers (sein, pouovolorectal, foie...). Les principaux
effets secondaires observés pour cette classeildtmlrs sont des éruptions cutanées, des

oedemes et des troubles de la vision.

Cl-1040 (arrét en phase 1) PD0325901 (phase Il) AZD-6244 (phase )

Figure 23 : Principaux inhibiteurs de MEK en phasdinique

° Friday B.B., Adjei A.A.: Advances in targeting thias/Raf/MEK/ERK mitogen-activated protein kinase
cascade with MEK inhibitors for cancer thera@jin. Cancer Res2008 14, 342-46.

% Allen L.F., Sebolt-Leopold J., Meyer M.B.: CI-104PD184352), a targeted signal transduction inbibxf
MEK (MAPKK). Semin. Onco)2003 30, 105-16.

% Sebolt-Leopold J.S., Dudley D.T., Herrera R., \Batelaere K., Wiland A., Gowan R.C., Tecle H., Btrr
S.D., Bridges A., Przybranowski S., Leopold W.Ralti8l A.R.: Blockade of the MAP kinase pathway
suppresses growth of colon tumarssivo. Nat. Med, 1999 5, 810-16.

9 Messersmith W.A., Hidalgo M., Carducci M., Eckha®G.: Novel targets in solid tumors: MEK inhibio
Clin. Adv. Hematol. Oncql2006 4, 831-36.

% yeh T.C., Marsh V., Bernat B.A., Ballard J., Collwd., Evans R.J., Parry J., Smith D., Brandhubet.B
Gross S., Marlow A., Hurley B., Lyssikatos J., LBeA., Winkler J.D., Koch K., Wallace E.: Biological
characterization of ARRY-142886 (AZD6244), a potehighly selective mitogen-activated protein kinase
kinase 1/2 inhibitorClin. Cancer Res$2007, 13, 1576-83.
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111-2.3 Les inhibiteurs de ERK

Jusgu’a ce jour, il n'y a aucun inhibiteur connu phase clinique malgré la
connaissance de plusieurs inhibiteurs sélectifER& et la disponibilité de la structure
cristallographique de ERKZ:100101102) 5 question de savoir si un inhibiteur de ERK
deviendra un jour un médicament anticanceéreux resterte et les efforts se poursuivent

pour mieux comprendre comment ERK régule la pnaifén cellulaire et 'apoptos&-

111-2.4 Les inhibiteurs de Raf

Les protéines kinases Raf sont des sérine/thréokinases, 3 isoformes sont
actuellement connues chez les mammiféres : A, B-&af aussi appelée Raf-¥. Les
protéines Raf-1 et B-Raf sont des cibles thérapeas de choix contre le cancer et plusieurs
stratégies sont actuellement développées pournkaber telles que : les oligonucléotides
antisens, les petites molécules inhibitrices detiVéé kinase, les inhibiteurs de l'interaction

Raf-Ras et les composés qui déstabilisent la pret@af-0>10¢.107.108

[11-2.4.1 Les stratégies indirectes pour inhiberfRa

MCP-110: est un aryle amide développé par NexusPharneaf & ce jour la seule

molécule qui inhibe l'interaction entre Ras et Bafpéchant ainsi I'activation de Rédfigure

% Ohori M., Kinoshita T., Okubo M., Sato K., Yamaiak, Arakawa H., Nishimura S., Inamura N., Nakaim
H., Neya M., Miyake H., Fuijii T.: Identification &f selective ERK inhibitor and structural deterrtiora of the
inhibitor-ERK2 complexBiochem. Biophys. Res. Comma@05 336-57.

10 Kinoshita T., Warizaya M., Ohori M., Sato K., Ney&, Fujii T.: Crystal structure of human ERK2
complexed with a pyrazolo[3,4-c]pyridazine derivatiBioorg. Med. Chem. Lef2006 16, 55.

191 Aronov A.M., Baker C., Bemis G.W., Cao J., ChenRard P.J., Germann U.A., Green J., Hale M.Rgbac
M., Janetka J.W., Maltais F., Martinez-Botella ®amchuk M.N., Straub J., Tang Q., Xie X.: FlippedtO
Structure-Guided Design of Selective PyrazolylpreRK Inhibitors.J. Med. Chem2007, 50, 1280-87.

192 park H., Bahn Y.J., Jeong D.G., Woo E.J., Kwon,J®&u S.E.: Identification of novel inhibitors of
extracellular signal-regulated kinase 2 based ersttucture-based virtual screeniBgoorg. Med. Chem. Lett.
2008 18, 5372-76.

193 Mebratu Y., Tesfaigzi Y.: How ERK1/2 activationritmls cell proliferation and cell death: Is sutbakeir
localization the answerell Cycle 2009 8, 1168-75.

1% Hagemann C., Rapp U.R.: Isotype-specific functiohRaf kinasesExp. Cell. Res1999 253 34-46.

195 Khazak V., Astsaturov |., Serebriiskii I.G., GolisnE.A.: Selective Raf inhibition in cancer therafxpert
Opin. Ther. Target2007, 11, 1587-609.

1% Beeram M., Patnaik A., Rowinsky E.K.: Raf: a st target for therapeutic development againstead.
Clin. Oncol, 2005 23, 6771-90.

197 Wellbrock C., Karasarides M., Marais R.: The RAftpins take centre stagdat. Rev. Mol. Cell Bio)
2004 5, 875-85.

1% Gollob J.A., Wilhelm S., Carter C., Kelley S.L.: Réof Raf kinase in cancer: therapeutic potential o
targeting the Raf/MEK/ERK signal transduction patigwSemin. Onco) 2006 33, 392-406.
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24).199110 MP-110 a montré un effet anti prolifératif sur lolds cancéreuses et sur des
modeéles murins de cancers ou la voie Raf/MEK/ERisagactivée Il est actuellement en

développement préclinique.

o

N
AN

=

MCP110 : préclinique

Figure 24 : Structure de MCP-110, inhibiteur de fiteraction Ras-Raf

[11-2.4.2 La stratégie antisens : les oligonucléets et les ARN

interférants

Les oligonucléotides antisersont de courts fragments d’ADN synthétiques dea15

20 bases dont la séquence est complémentaire te ddah ARN messager (ARNm).
L’hybridation de l'oligonucléotide antisens a saleiempéche la traduction de TARNm en
protéine. Dans un premier temps, deux oligonudeéstiantisens dirigés contre C-Raf ont été
développés : ISIS 5132 et LErafAON. ISIS 5132 esbligonucléotide de 20 bases avec 19
liens internucléotidiques de type phosphorothio&e. composé a montré une activité
antitumorale dans plusieurs études précliniquese®rur cellules et sur des modéles murins

de cancer$*®!*® Malheureusement, son développement s'arréta esepHacar aucune

109 Kato-Stankiewicz J., Hakimi 1., Zhi G., Zhang Serebriiskii I., Guo L., Edamatsu H., Koide H., MenS.,
Eckl R., Sakamuri S., Lu Y., Chen Q.Z., Agarwal Baumbach W.R., Golemis E.A., Tamanoi F., Khazak V.
Inhibitors of Ras/Raf-1 interaction identified bwad-hybrid screening revert Ras-dependent transfiioma
phenotypes in human cancer ceflsoc. Natl. Acad. Sci. U S./A2002 99, 14398-403.
101 u Y., Sakamuri S., Chen Q.Z., Keng Y.F., Khazak Mgen K., Schabbert S., Weber L., Menon S.R.:
Solution phase parallel synthesis and evaluatiodAPK inhibitory activities of close structural dongues of a
Ras pathway modulataBioorg. Med. Chem. Left2004 14, 3957-62.
11 Skobeleva N., Menon S., Weber L., Golemis E.A.akdk V.:In vitro and in vivo synergy of MCP
compounds with mitogen-activated protein kinaseénwai- and microtubule-targeting inhibitofglol. Cancer
Ther, 2007, 6, 898-906.
12 Monia B.P., Sasmor H., Johnston J.F., Freier Sleisnik E.A., Muller M., Geiger T., Altmann K.H., d4er
H., Fabbro D.: Sequence-specific antitumor actieitya phosphorothioate oligodeoxyribonucleotidgéted to
human C-raf kinase supports an antisense mechanfiagtion in vivo.Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. ,A.996 93,
15481-84.
13 Monia B.P., Johnston J.F., Geiger T., Muller MabbBro D.: Antitumor activity of a phosphorothioate
antisense oligodeoxynucleotide targeted againstf ®nase Nat. Med, 1996 2, 668—75.
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réponse antitumorale ne fut observEe>®Un autre oligonucléotide antisens de C-Raf : le
LErafAON cette fois ci encapsulé dans un liposomiedéveloppé pour le protéger de la
dégradation et améliorer sa biodisponibilité. LerdfBON a montré une activité anti-
tumorale sur les modeéles de cancers mifires il a été évalué en phase | en monothérapie ou
en combinaison avec d’'autres anticancéréfikes résultats obtenus de ces essais ont conduit
au développement d’'une nouvelle formulation lipoatamqui est actuellement en cours
d’évaluation.

Les ARN interférents (siRNAkont de petits ARN double brin de 21-22 nuclésid

Les siRNAs (small interfering RNA) a I'état de dubrin sont reconnus dans le cytoplasme

de la cellule par un complexe protéiqgue nommeé RIBTr RNA induce silencing complex).
Celui-ci s'active en libérant le brin complémergade I'ARN ou brin sens qui va reconnaitre
son transcrit cible, un ARNm. La conséquence éshibition de la traduction de 'ARNmM
ciblé. Récemment, plusieurs siRNAs ont été devaspgontre la forme mutée de B-Raf
V600E d'une part et C-Raf d’autre part. L'efficacitiu siRNA ciblant B-Raf V600E a été
démontrée dans le cancer papillaire de la thyrBftdé®’autres résultats encourageants
montrant I'efficacité antitumorale du siRNA cibla@tRaf ont été obtenus dans des modéles
de cancers de la prostate et du $8InCes résultats ouvrent des perspectives dans le

développement de thérapeutiques ciblant les ARNms.

14 0za A.M., Elit L., Swenerton K., Faught W., Ghadg., Carey M., McIntosh L., Dorr A., Holmlund J.T.
Eisenhauer E.: Phase Il study of CGP 69846A (I1S182% in recurrent epithelial ovarian cancer: an GCI
clinical trials group study (NCIC IND.116%ynecol. Onco).2003 89, 129-33.

15 Tolcher A.W., Reyno L., Venner P.M., Ernst S.D.odfle M., Geary R.S., Chi K., Hall S., Walsh W., bor
A., Eisenhauer E.: A randomized phase Il and pheokiaetic study of the antisense oligonucleotidgis13521
and ISIS 5132 in patients with hormonerefractomyspate canceflin. Cancer Res2002 8, 2530-35.

18 Cripps M.C., Figueredo A.T., Oza A.M., Taylor M.Fields A.L., Holmlund J.T., MciIntosh L.W., Geary
R.S., Eisenhauer E.A.: Phase Il randomized stud$i& 3521 and ISIS 5132 in patients with localivanced
or metastatic colorectal cancer: a National Camestitute of Canada clinical trials group studtin. Cancer
Res, 2002 8, 2188-2192.

7 Mewani R.R., Tang W., Rahman A., Dritschilo A., ®ad I., Kasid U.N., Gokhale P.C.: Enhanced
therapeutic effects of doxorubicin and paclitaxelcombination with liposomeentrapped ends-modifiafl
antisense oligonucleotide against human prostatg, 4nd breast tumor modelst. J. Oncol, 2004 24, 1181—
88.

18 Rudin C.M., Marshall J.L., Huang C.H., Kindler H.lZhang C., Kumar D., Gokhale P.C., Steinberg J.,
Wanaski S., Kasid U.N., Ratain M.J.: Delivery dffppsomal c-raf-1 antisense oligonucleotide by wedlolus
dosing in patients with advanced solid tumors: aseh studyClin. Cancer Res2004 10, 7244-51.

19 Liu D., Liu Z., Condouris S., Xing M.: BRAF V600Hnaintains proliferation, transformation, and
tumorigenicity of BRAF-mutant papillary thyroid azer cells.J. Clin. Endocrinol. Metab2007, 92, 2264-71.

120 | eng Q., Mixson A.J.: Small interfering RNA tariggtRaf-1 inhibits tumor growthn vitro andin vivo.
Cancer Gene Ther2005 12, 682-90.
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[11-2.4.3 Les inhibiteurs de I'activité kinase Raf

A ce jour, huit inhibiteurs de Raf sont en évalomtpréclinique et clinique : Sorafenib,
PLX4032, Raf265, XL281, ZM336372, AZ628, AALB81LlBT613 (Figure 25).
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Sorafenib : Nexavar® RCC (2005), HCC (2007) )
Phase Il : NCSLS, thyroide, téte et cou, sarcomes PLX4032 : phase | mélanomes
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AZ628 : préclinique ZM-336372 : préclinique

Figure 25 : Structures chimiques des inhibiteurs dRaf en phases clinique et préclinique.
Les structures d’AAL-881 et de LBT-613 ne sont agore accessibles.

Le Sorafenib est a ce jour le seul inhibiteur dé lR#isé en clinique. Il est important
de noter que la plupart de ces inhibiteurs sonsiactifs sur d’autres kinases ce qui souléve
la question de savoir si leur efficacité antitun@rarovient de I'inhibition de Raf ou d’autres
kinase. Par exemple une étude a montré que leeBivadtait actif sur plus de 60 kinasés.

A présent, la grande question est de savoir siil Bgmenter ou diminuer la spécificité vis-a-
vis de Raf pour améliorer l'index thérapeutidéeDiminuer la spécificité permettrait de
cibler plusieurs kinases oncogéenes et pourraitianeéll’efficacité antitumorale du composé.
Augmenter la spécificité permettrait de savoir af Bst une cible anticancéreuse pertinente

d’'une part et pourrait diminuer les effets toxigliés au traitement d’autre part.

121 Fabian M.A., Biggs W.H. 3rd, Treiber D.K., Attege C.E., Azimioara M.D., Benedetti M.G., Carter T.A
Ciceri P., Edeen P.T., Floyd M., Ford J.M., GalMn, Gerlach J.L., Grotzfeld R.M., Herrgard S., lodR.E.,
Insko M.A., Lai A.G., Lélias J.M., Mehta S.A., Milav Z.V., Velasco A.M., Wodicka L.M., Patel H.K.,
Zarrinkar P.P., Lockhart D.J.: A small moleculedde interaction map for clinical kinase inhibitohat.
Biotechnol, 2005 23, 329-36.
122 Ghoreschi K., Laurence A., O'Shea J.J.: Seleytasid therapeutic inhibition of kinases: to be ot t be?
Nat. Immunol.2009 10, 356-60.
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Le Sorafenib (BAY 43-9006, Nexavar®gst un composé disponibper osde la

famille des bi-aryles urées développé par Bayefutlle premier inhibiteur de cette classe a
entrer en phase clinique. Il a été découvert aite s'un criblage haut débit réalisé sur Kaf.
Wilhelm S. M. et ses collegues ont réalisé les é&yarécliniques du Sorafenib. Les essais
vitro réalisés sur enzymes purifiées ont montré queltafénib est un inhibiteur puissant de
C-Raf, B-Raf et B-Raf V600E avec des valeurs gl 6, 22 et 38 nM respectiveméfitlls

ont montré que le Sorafenib était aussi un puissdmilbiteur d’autres kinases : VEGFR-1, 2
et 3, Flt-3, p38 et c-Kit avec des valeurs dg@férieures a 70 nM. Ces mémes auteurs ont
montré que le Sorafenib réduit efficacement la phosylation de MEK et ERK sur plusieurs
lignées de cellules cancéreu$®d.e Sorafenib a été évalué sur un grand nombreatlas
murins de cancers (sein, c6lon, rein, pancréaByebdide) et il a montré, selon les modeéles,
des activités antiproliférative, antiangiogéniqué roapoptotiqué?>*?%12” Cependant
I'activité tumorale du Sorafenib serait majoritament due a son effet anti angiogénioyiee
l'inhibition des VEGFRs. L'implication directe déinhibition de Raf reste encore a étre
élucidée. La mise sur le marché du Sorafenib aobténue en décembre 2005 pour le
traitement des cancers du rein avancés (RE€&) en décembre 2007 pour les cancers du foie
inopérables (HCCY® Il est actuellement en phase Il pour un grand ment® types de

cancers, soit en monothérapie, soit en combinasen d’autres anticancéreux.

Le PLX-4032est un composé disponibleer os de la famille des pyrrolo[2,3-

b]pyridine ou 7-azaindole développé par PlexxiconRetche. Il inhibein vitro la forme

123 | yons J.F., Wilhelm S., Hibner B., Bollag G.: Disery of a novel Raf kinase inhibitoEndocr. Relat.
Cancer 2001 8, 219-25.

124 Wilhelm S.M., Carter C., Tang L., Wilkie D., McNala A., Rong H., Chen C., Zhang X., Vincent P.,
McHugh M., Cao Y., Shujath J., Gawlak S., EveleihRowley B., Liu L., Adnane L., Lynch M., Auclai.,
Taylor I., Gedrich R., Voznesensky A., Riedl B.,sPb.E., Bollag G., Trail P.A.: BAY43-9006 exhibitsoad
spectrum oral antitumor activity and targets theFRMEK/ERK pathway and receptor tyrosine kinaseoined

in tumor progression and angiogene€iancer Res2004 64, 7099-7109.

125 Chang Y.S., Adnane J., Trail P.A., Levy J., HesderA., Xue D., Bortolon E., Ichetovkin M., Chen, C.
McNabola A., Wilkie D., Carter C.A., Taylor I.C.,yhch M., Wilhelm S.: Sorafenib (BAY 43-9006) inhibi
tumor growth and vascularization and includes tuaqmoptosis and hypoxia in RCC xenograft mod€bncer
Chemother. PharmacoR007, 59, 561-74.

1261 ju L., Cao Y., Chen C., Zhang X., McNabola A., IKié D., Wilhelm S., Lynch M., Carter C.: Sorafenib
blocks the Raf/MEK/ERK pathway, inhibits tumor aoggnesis, and induces tumor cell apoptosis in
hepatocellular carcinoma model PLC/PRKZancer Res2006 66, 11851-58.

127 Murphy D.A., Makonnen S., Lassoued W., Feldman M.Darter C., Lee W.M.: Inhibition of tumor
endothelial ERK activation, angionenesis, and tugromwth by sorafenib (BAY46-9006Am. J. Patho|.2006
169 1875-85.

128 Escudier B., Eisen T., Stadler W.M., Szczylik Gydard S., Siebels M., Negrier S., Chevreau CsKaoE.,
Desai A.A., Rolland F., Demkow T., Hutson T.E., &d4., Freeman S., Schwartz B., Shan M., Simantov R.
Bukowski R.M.: Sorafenib in advanced clear-cellalecell carcinomaN. Engl. J. Med 2007, 356, 125-134.

129 Kane R.C., Farrell A.T., Madabushi R., Booth Bha@opadhyay S., Sridhara R., Justice R., Pazdur R.
Sorafenib for the treatment of unresectable hegditdar carcinomaOncologisf 2009 14, 95-100.
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mutante de B-Raf V600E et B-Raf avec des valeuGsglde 31 et 100 nM respectivement.
Le PLX-4032 inhibe a des valeurs dsfSubmicromolaires la prolifération cellulaire ddes
cancers de la thyroide et les mélanomes portanmugation B-Raf VE00E® || est

actuellement en phase | pour le traitement desrmogéias portant la mutation B-Raf V600E.

Le ZM-336372 fut la premiére molécule inhibitrice de Raf dézans la littérature :

il inhibe in vitro C-Raf et B-Raf avec des valeurs di§@e 10 et 100 nM respectiveménit.
C’est un composé de la famille des benzamides dgpél par AstraZeneca. Des résultats
inattendus ont montré que ce produit induisait aogvation paradoxale de la voie MAP
kinase dans des essais cellulafféet effet serait di & I'inhibition d’autres kinaggar ZM-
336372. Bien que l'inhibition de la voie Raf/MEK/ERsoit associée a une induction de la
mort des cellules cancéreuses, des travaux réophisontré que I'activation de la voie induit
aussi I'apoptose dans certains types de cantémsqur cette raison, le développement de
ZM-336372 a été repris.

L’AZ-628 est un composé de la famille des benzamides aj@yélpar AstraZeneca.
Le cycle benzamide central est fonctionnalisé p&r quinazolinone. Il inhibi vitro B-Raf,
B-Raf V60OE et C-Raf et avec des valeurs ghlde 105, 34 et 29 nM respectivemé&titSon
profil de spécificité montre qu’il inhibe aussi ditees protéines kinases telles que VEGFR,

Lyn et Flt1. Les études précliniques sont en cours.

Raf-265(CHIR-45)st un composé disponilper osdéveloppé par Chiron et Novartis
de la famille des benzimidazoles. Il inhilmevitro B-Raf, B-Raf V600E et C-Raf et avec des

valeurs d'IGo comprises entre 3 et 60 n¥f. Les études précliniques ont montré qu'il avait

une activité antiproliférative dans les cancerdatioie MAP kinase est suractivE8.Raf-

%0 sala E., Mologni L., Truffa S., Gaetano C., Bollage., Gambacorti-Passerini C.: BRAF silencing hgrs
hairpin RNA or chemical blockade by PLX4032 leanlglifferent responses in melanoma and thyroid narma
cells.Mol. Cancer Res2008 6, 751-9.

131 Hall-Jackson C.A., Eyers P.A., Cohen P., GoedertBdyle F.T., Hewitt N., Plant H., Hedge P.: Parsidal
activation of Raf by a novel Raf inhibita€hem. Biol. 1999 6, 559-68.

132 a) van Gompel J.J., Kunnimalaiyaan M., Holen Khe@ H.: ZM336372, a Raf-1 activator, suppresses
growth and neuroendocrine hormone levels in caigditomor cells.Mol. Cancer Ther.2005 4, 910-7. b)
Kappes A., Vaccaro A., Kunnimalaiyaan M., Chen BM336372, a Raf-1 activator, inhibits growth of
pheochromocytoma celld. Surg. Res2006 133 42-5. c) Houben R., Ortmann S., Schrama D., tdekbl.,
Berberich I., Reichardt H.M., Becker J.C.: Actiaatiof the MAP kinase pathway induces apoptosishe t
Merkel cell carcinoma cell line UISQ. Invest. Dermatal2007, 127, 2116-22.

133 Shen M., Wu A., Aquila B., Lyne P., Drew ét al: Linking molecular characteristics to the pharniagizal
response of a panel of cancer cell lines to the BR¥ibitor, AZ628. Los Angeled)SA. AACR 98 Meeting
2007.

134 Tsai J., Zhang J., Bremer R., Hirth A.P., Bollag Bevelopment of a novel inhibitor of oncogenid=&s.
Washington, DC, USAAACR 97 Meeting 2006

135 Amiri P., Aikawa M.E., Dove J., Stuart D.D., Pobn, Pick T., Ramurthy S., Subramanian S., Leving B.
Costales A., Harris A., Paul R.: CHIR-45 is a potslective inhibitor of c-Raf/B-Raf/mutB-Raf theffectively
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265 inhibe aussi d’autres kinases en particulieiG¥R-2 ce qui devrait lui conférer une

activité antiangiogénique. Il est actuellement bage | d’évaluation.

XL-281 est un composé disponibper osdéveloppé par Exelixis de la famille des
benzimidazoles. Il inhibe spécifiquementvitro B-Raf, B-Raf V600E et C-Raf° XL281 a
montré un effet antitumoral dans les modéles deararchez 'hommé&®’ Il est actuellement

en phase | pour le traitement des tumeurs solides.

L’AAL-881 et le LBT-613 sont des composés de la famille des isoquinoJones
développés par Novartis. AAL-881 inhilire vitro B-Raf V600E, B-Raf, et C-Raf avec des
valeurs d'IGo de 220, 940 et 430 nM respectivemEfAtAAL-881 inhibe aussi d’autres
protéines kinases dont VEGFR-2. Il a montré un éffiet antiprolifératif au niveau cellulaire

et dans les modéles murins de cancers de la tleyeties glioblastomés? LBT-613 posséde
une activité inhibitrice 10 fois plus grande qu'AA81*° Ces deux composés sont en cours

d’évaluation préclinique.

IV/ Présentation du travail de thése

Ce projet de these a été financé par I'InCa (misttational du Cancer). C’est un
projet multidisciplinaire basé sur une collaboration entre un laboratoirebidiogie : le
Centre de Biophysique Moléculaire (CBM, UPR 4301R3Y a Orléans et un laboratoire de
chimie organique : I'Institut de Chimie OrganiqueAmalytique (ICOA, UMR 6005 CNRS) a
Orléans. Plus précisément, les travaux de thésepramtipalement été réalisés au sein de
'équipe de Francoise Schoentgen (directeur deereble au CNRS) au CBM et au sein de

'équipe du professeur Jean-Yves Mérour a I'lICOAosNrecherches ont aussi été

inhibits proliferation and survival of cancer céfies with Ras/Raf pathway mutatiodSACR 97" Meeting
2006

136 Anand N.K., Blazey C.M., Joshi A. A&t al: Raf modulators and methods of use. US2008000 15,

137 Malek S.: Selective inhibition of RAF results imwinregulation of the RAS/RAF/MEK/ERK pathway and
inhibition of tumor growth in vivo. Pragud,8” EORTC-NCI-AACR Symposium on Molecular Targets and
Cancer Therapeutic2006

138 sathornsumetee S., Hjelmeland A.B., Keir S.T., Bodon R.E., Batt D., Ramsey T., Yusuff N., Rasheed
B.K., Kieran M.W., Laforme A., Bigner D.D., FriedmaH.S., Rich J.N.: AAL881, a novel small molecule
inhibitor of RAF and vascular endothelial growtkctfar receptor activities, blocks the growth of rgahnt
glioma.Cancer Res2006 66, 8722-30.

139 Mitsiades C.S., Negri J., McMullan C., McMillin W., Sozopoulos E., Fanourakis G., Voutsinas G.leéhse
Balafouta S., Poulaki V., Batt D., Mitsiades N.:rdgeting BRAFV600E in thyroid carcinoma: therapeutic
implications.Mol. Cancer Ther.2007, 6, 1070-8.

140 Ouyang B., Knauf J.A., Smith E.P., Zhang L., RaynSe Yusuff N., Batt D., Fagin J.A.: Inhibitors &af
kinase activity block growth of thyroid cancer sellith RET/PTC or BRAF mutations in vitro and ivei Clin.
Cancer Res2006 12, 1785-93.
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subventionnées par le Cancéropble Grand Ouestiglae INationale Contre le Cancer et la

région Centre.

IV-1 La protéine kinase Raf choisie comme cible thhr@peutique anticancéreuse

Pour remédier a la suractivation de la voie deadigation Raf/MEK/ERK observée
dans 30 % des cancers chez I'honffii@ nous avons choisi d’inhiber la protéine Raf. La
protéine Raf est une protéine effectrice importatgeRas, elle se situe au centre de la voie

MAP kinase régulant principalement la prolifératzeilulaire Figure 21).

IV-1.1 La famille des protéines Raf kinases et Iéle dans le cancer

Le caractére proto-oncogéne deR@f fut le premier a étre mis en évidence chez la
souris (v-raf)** puis chez le poulet (vRmiff? Ces travaux ont montré que ce géne était
responsable de la transformation des cellules rleaman cellules tumorales. Chaque
isoforme possede 3 régions conservées (CR) en com@R1, CR2 et CR3Fgure 26).
CR1 contient le domaine de liaison a Ras (RBD#g eldmaine riche en cystéines (CRD), CR2
est le domaine de régulation et CR3 est le domdimese. Au niveau structural, la parhie
terminale est composée des domaines CR1 et CR2rgque la boucle d’activation. La partie
C-terminale comprend le domaine kinase.

Les isoformes de Raf possédent des localisatiossuléires et subcellulaires
différentes suggérant des fonctions différentesales-ci**'**En particulier, B- Raf et C-
Raf sont exprimées de facon ubiquitaire contrairgndeA-Raf. De plus, A- et C-Raf sont
localisées de facon stable ou transitoire dansilexchondries ce qui suggere leur réle dans la

régulation de I'apoptosé>*4®

141 Jansen H.W., Lurz R., Bister K., Bonner T.l., M8IE., Rapp U.R.: Homologous cell-derived oncogénes
avian carcinoma virus MH2 and murine sarcoma \a®&1.Nature 1984 307, 281-84.

142 sutrave P., Bonner T.I., Rapp U.R., Jansen H.\&tsdhinsky T., Bister K.: Nucleotide sequence daav
retroviral oncogene v-mil: Homologue of murine oiral oncogene v-rafNature 1984 309, 85-8.

143 eicht D.T., Balan V., Kaplun A., Singh-Gupta Kaplun L., Dobson M., Tzivion G.: Raf kinases: ftina,
regulation and role in human canddiochim. Biophys. Acta2007, 1773 1196-212.

144 Chong H., Vikis H.G., Guan K.L.: Mechanisms of uiding the Raf kinase familyell. Signal, 2003 15,
463-9.

145 Mikula M., Schreiber M., Husak Z., Kucerova L., tRil., Wieser R., Zatloukal K., Beug H., Wagner.E.F
Baccarini M.: Embryonic lethality and fetal livep@ptosis in mice lacking the c-raf-1 gelanbo J, 2001, 20,
1952-62.

148 yuryev A., Ono M., Goff S.A., Macaluso F., WennedLP.: Isoformspecific localization of A-RAF in
mitochondriaMol. Cell. Biol, 200Q 20, 4870-78.
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Figure 26 : La structure conservée des protéinesfRas 3 isoformes de Raf : A-Raf, B-Raf
et C-Raf partagent 3 régions conservées CR1 (jaudBR (orange) et CR3 (rouge). CR1
contient le domaine de liaison a Ras (RBD) et lenaioe riche en cystéines (CRD)
indispensable au recrutement de Raf a la membr&R2 est un domaine riche en
sérine/thréonine et CR3 est le domaine catalytidiiease. Les principaux sites de
phosphorylations impliqués dans la régulation dé¢ &t conservés et indiqués. Les autres
sites de phosphorylations non conservés sont mardué astérisque. Deux sites conserves
mais modifiés dans B-Raf sont marqués en bleu5 8d#constitutivement phosphorylée et la
T341 conservée est remplacée par le résidu acids3¥4

En particulier des études ont montré I'effet ardjatptigue de C-Raf en phosphorylant
et inactivant la protéine BAD et en activant Bat€qui empéche la libération de cytochrome
c.M"1%8 Au niveau biochimique, B-Raf posséde I'activitéase basale la plus élevée vis-a-vis
de la phosphorylation du substrat MEK suivi de GispA-Raf'*? C-Raf et B-Raf sont a ce
jour, les 2 isoformes les plus impliquées dansalecer et par conséquent les plus étudiées. En
2002, la mutation oncogéne de B-Raf V600E respdasdle son activité catalytique

constitutive a été identifiée dans 70 % des mélasdf Elle est aussi fréquemment présente

14" Wang H.G., Rapp U.R., Reed J.C.: Bcl-2 targetspifmgein kinase Raf-1 to mitochondri@ell, 1996 87,
629-38.

148 salomoni P., Wasik M.A., Riedel R.F., Reiss K.,0CH.K., Skorski T., Calabretta B.: Expression of
constitutively active Raf-1 in the mitochondria tees antiapoptotic and leukemogenic potential of a
transformation-déficient BCR/ABL mutant. Exp. Med.1998 187, 1995-2007.

149 Mason C.S., Springer C.J., Cooper R.G., Superi&\G., Marshall C.J., Marais R.: Serine and tyresi
phosphorylations cooperate in Raf-1, but not B-&divation.Embo J, 1999 18, 2137-48.

1%0 pavies H., Bignell G.R., Cox C., Stephens P., Bgll$., Clegg S., Teague J., Woffendin H., Garneft M
Bottomley W., Davis N., Dicks E., Ewing R., Floyd,\Gray K., Hall S., Hawes R., Hughes J., Kosmitfou
Menzies A., Mould C., Parker A., Stevens C., Watttooper S., Wilson R., Jayatilake H., GustersoA.B
Cooper C., Shipley J., Hargrave D., Pritchard-Jdfiedaitland N., Chenevix-Trench G., Riggins GBigner
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dans les cancers de la thyroide, des ovaires erectdl™®* Cependant ces cancers ne
représentent qu’une petite fraction (8 %) des aanckez 'homme ou Raf jouerait un réle.
Concernant C-Raf, un nombre trés limité de mutatimmcogenes ont été identifiées et aucune
pour A-Raf malgré des recherches intensivé$>***La majorité des cancers impliquant une
suractivation de la voie Raf/MEK/ERK, ne porte pa@smutations de Raf mais des mutations
au niveau de Ras ou des récepteurs aux facteurgoisance. Par conséquent, le réle
important de Raf-1 dans le cancer est bien étabrlisa capacité a transmettre les signaux
oncogénes provenant de Ras et des récepteursaauriade croissantte**1°" 1%t par les
nombreuses études qui ont démontré que le blocagé-Raf,via des ARN antisens, des
siRNAs ou des molécules inhibitrices, entraine néversion de la transformation des cellules
induite par la protéine oncogéne Ras:°0:161:162

IV-1.2 La réqulation des kinases Raf

La plupart des connaissances actuelles sur ldatémudes protéines Raf portent sur
C-Raf et B-Raf. La premiere étape indispensablaciivation de Raf est sa liaison & Réa

D.D., Palmieri G., Cossu A., Flanagan A., NicholganHo J.W., Leung S.Y., Yuen S.T., Weber B.L.jd5r
H.F., Darrow T.L., Paterson H., Marais R., Marsi@ll., Wooster R., Stratton M.R., Futreal P.A.: Miagins of
the BRAF gene in human canchlature 2002 417, 949-54.

31 Madhunapantula S.V., Robertson G.P.: Is B-Raf adgtherapeutic target for melanoma and other
malignanciesZancer Res2008 68, 5-8.

152 7ebisch A., Staber P.B., Delavar A., Bodner Cgéhi K., Fischereder K., Janakiraman M., Linkesch W.
Auner H.W., Emberger W., Windpassinger C., SchinMIG., Hoefler G., Troppmair J., Sill H.: Two
transforming C-RAF germ-line mutations identified patients with therapy-related acute myeloid |enike
Cancer Res2004 66, 3401-8.

133 Heidecker G., Huleihel M., Cleveland J.L., Kolch.WBeck T.W., Lloyd P., Pawson T., Rapp U.R.:
Mutational activation of c-raf-1 and definition tife minimal transforming sequenddol. Cell Biol, 199Q 10,
2503-12.

134 Fransén K., Klintenas M., Osterstrom A., DimbergMonstein H.J., Séderkvist P.: Mutation analysfishe
BRAF, ARAF and RAF-1 genes in human colorectal adancinomasCarcinogenesi2004 25, 527-33.

155 Weinstein-Oppenheimer C.R., Blalock W.L., Steelma8., Chang F., McCubrey J.A.: The Raf signal
transduction cascade as a target for chemotheiapaiervention in growth factor-responsive tumors.
Pharmacol. Ther.200Q 88, 229-79.

1% Kolch W., Kotwaliwale A., Vass K., Janosch P.: Tioée of Raf kinases in malignant transformatiBrpert
Rev. Mol. Med.2002 1-18.

15" Repasky G.A., Chenette E.J., Der C.J.: Renewiegtmspiracy theory debate: does Raf function alone
mediate Ras oncogenesig®nds Cell Biol.2004 14, 639-47.

138 McPhillips F., Mullen P., MacLeod K.G., Sewell J,\lonia B.P., Cameron D.A., Smyth J.F., Langddn.S.
Raf-1 is the predominant Raf isoform that mediage®swth factor-stimulated growth in ovarian cancells
Carcinogenesi2006 27, 729-39.

139 Cuadrado A., Bruder J.T., Heidaran M.A., App HapR U.R., Aaronson S.A.: H-ras and raf-1 coopeirate
transformation of NIH3T3 fibroblast®ncogene1993 8, 2443-48.

180 Kasid U., Dritschilo A.: RAF antisense oligonudieée as a tumor radiosensitizédbncogeng 2003 22,
5876-84.

181 Leng Q., Mixson A.J.: Small interfering RNA tarijgf Raf-1 inhibits tumor growth in vitro and in v
Cancer Gene Ther2005 12, 682—90.

12Kim J.S., Lee C., Foxworth A., Waldman T.: B-Rafdispensable for K-Ras-mediated oncogenesis irmhum
cancer cellCancer Res2004 64, 1932-37.

46



Chapitre | : Introduction

son domaine CR1 (RBD et CRD) ce qui entraine sorutement a la membrane cellulaire.
Raf subit ensuite une série de phosphorylationssasites spécifiques qui sont représentés
pour chaque isoforme sur lBigure 26. Les principaux sites de phosphorylation sont
conserves dans les 3 isoformes de Raf. Les siteggigation non conservés sont marqués
d’'un astérisque. A-Raf et C-Raf existent sous ummé inactive ou les résidus S259 et S621
(numérotation pour C-Raf) sont phosphorylés etdiés protéine 14-3-%° La liaison de Raf
a Ras déplace la protéine 14-3-3, ce qui libérec&a aux sites S259 et S621 qui sont
déphosphorylés par des phosphatases. S259 estiaussta de phosphorylation de Raf par les
protéines PKA et PKB (ou Akt) permettant la régolatnégative de Raf. S43 et S233 sont
aussi des sites de régulation négative de C-RdapaiKA

Pour étre active, C-Raf est phosphorylée au nivdemad autres sites : S338, Y341,
T491 et S494. Les sites S338 et Y341 sont lesipipsrtants pour l'activité, ils sont situés
dans la régiorN-terminale du domaine kinase. La S338 est phosptwnyar la protéine
kinase PAK et Y341 par les kinases de la famille Gar exemple Src, JAK). Le site
homologue de S338 chez B-Raf, S445 est constitugwe phosphorylé tandis que le site
Y341 est remplacé par un résidu acide: D448 dentctharge négative mime une
phosphorylation. Ces 2 raisons expliquent queiVdaétbasale de B-Raf est plus importante
par rapport aux 2 autres isoformes. Les sites 443448 ont été renumérotés récemment
S446 et D449 apres la découverte d'une erreur KEssgnement des acides aminés a partir
de la séquence nucléotidique de B-Raf. Les 2 agites d’activation T491 et S494 conserves
aussi dans A-Raf (T452, T455) et B-Raf (T458, S66aint situés dans la boucle d’activation
(Figure 26)'®° mais les protéines kinases a l'origine de leursphorylation ne sont pas
encore connues. La mutation V600E (nommée auparava@9E) de B-Raf la plus
frequemment observée dans les cancers se situelaldwicle d’activation et induit une
activation constitutive de B-R&T° Une fois activées, B-Raf et C-Raf phosphorylestdeux
isoformes de MEK : MEK-1 et MEK-2 sur ses deuxdésisérines respectivement 218/222 et
222/226 tandis que A-Raf active seulement MEK-1ceéAjour d’autres protéines substrats

sont connues pour C-Raf. Elle phosphoryle des medgeimpliquées dans la régulation de

183 Chong H., Vikis H.G., Guan K.L.: Mechanisms of uéging the Raf kinase familfCell Signal, 2003 15,
463-9.

%4 Dumaz N., Light Y., Marais R.: Cyclic AMP blockslt growth throught Raf-1-dependent ans Raf-1
independent mechanisnidol. Cell. Biol, 2002 22, 3717-28.

185 Chong H., Lee J., Guan K.L.: Positive and negatiergulation of Raf kinase activity and function by
phosphorylationEMBO J, 2001, 20, 3716-27.
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I'apoptose telles quiB et ASK-12°° La phosphorylation ddB induit la libération du facteur
de transcription NB.!®" C-Raf phosphoryle aussi des protéines impliquéass da
régulation du cycle cellulaité®: BAD, Bcl-2**" et la protéine du rétinoblastome (R®),
p53 et Cdc25-"*

IV-2 Le projet

Pour remédier a la suractivation de la voie de aigation MAP-kinase
Raf/MEK/ERK observée dans 30 % des cancers chemite, nous avons choisi d’inhiber
lisoforme C-Raf (ou Raf-1). Pour y parvenir, naagons envisagé 2 stratégies. La premiere
approche consiste a synthétiser des moléculesitintés de l'activité kinase de Raf. La
deuxieme approche serait la synthese de mimesdmgms de son inhibiteur naturel, la
PEBP, pour reproduire l'interaction Raf/PEBP. Afla tester les molécules potentiellement
inhibitrices synthétisées au cours de la theses rmmons effectué nous-mémes la mise au
point des tests d’'activité kinases sur C-Raf d’pad et sur la triple cascade Raf/MEK/ERK
d’autre part. La mise au point d'un test sur lacade compléte présente l'avantage de
pouvoir identifier des inhibiteurs de Raf mais awks MEK ou ERK. Une fois leur mise au
point terminée, ces tests ont été mis a la digpasit’autres équipes de chimistes du
Cancéropdle Grand Ouest. Les inhibiteurs potentigls aussi été évaluéis vitro en
collaboration avec le Dr Christiane Guillouzo (direce de recherche, unité Inserm 522,
Rennes) sur des lignées de cellules cancéreusedeafnesurer leur cytotoxicité (capacité a
tuer les cellules cancéreuses).

Le travail de cette thése s’est déroulé suivans tases principaux : 1) la conception
rationnelle et la synthése des inhibiteurs de Rafstructure 4-azaindolique) Pévaluation
biologique des inhibiteurs synthétisés et 3) lalswede peptides issus de Raf-1 pour I'étude
de l'interaction Raf/PEBP. La conception rationealks inhibiteurs de Raf a été effectuée au

1% Chen J., Fuijii K, Zhang L., Roberts T., Fu H.: Rafromotes cell survival by antagonizing apoptssimal-
regulating kinase 1 through a MEK-ERK independeechanismProc. Natl. Acad. Sci. U. S. 2001 98,
7783-88.

171 s., Sedivy J.M.: Raf-1 protein kinase activathe NF-kappa B transcription factor by dissocigtthe
cytoplasmic NF-kappa B-1 kappa B compl®&xoc. Natl. Acad. Sci. U. S.,A993 90, 9247-51.

168 K erkhoff E., Rapp U.R.: Cell cycle targets of Reaf signallingOncogeng1998 17, 1457-62.

%9 wang S., Ghosh R.N., Chellappan S.P.: Raf-1 philgiinteracts with Rb and regulates its functianlink
between mitogenic signaling and cell cycle regalatMol. Cell. Biol, 1998 18, 7487-98.

0 Jamal S., ziff E.B.: Raf phosphorylates p53 inrositand potentiates p53-dependent transcriptional
transactivationn vivo. Oncogengl995 10, 2095-2101.

1 Galaktionov K., Jessus C., Beach D.: Rafl intéwacwith Cdc25 phosphatase ties mitogenic signal
transduction to cell cycle activatioBenes Dey1995 9, 1046-58.
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sein de I'équipe de Jean-Yves Mérour (professeuchiimie émeérite), actuellement dirigée
par le professeur Sylvain Routier. En effet, céttgipe est spécialisée dans la chimie des
hétérocycles azot&$ (indole, pyridine, pyrido/ pyrimido pyridine, amaiole, triazine et
autres) qu'elle applique & la synthése d'inhibitedie protéines kinasé$. La mise au point
des tests et I'évaluation de l'activité inhibitrides molécules synthétisées, de méme que la
partie mimes topologiques de linteraction Raf/PEBR été réalisés au sein de I'équipe du
Dr Francoise Schoentgen. Cette équipe est spé@galisns I'étude structurale et fonctionnelle
de PEBP/RKIP™ et I'étude des interactions ligands/PEBP.

Pour réaliser ce projet, nous avons aussi déveltqope autres collaborations. Une
collaboration avec Stéphane Bourg (ingénieur deétdICOA) a été établie dés le début du
projet pour la partie modélisation moléculaire ¢stast en la création d’un modéte silico
de C-Raf pour la conception rationnelle des inkilnis et pour I'étude de l'interaction
Raf/PEBP. La conception d’'inhibiteurs mimant la FE@B2cessite en amont un gros travail de
modélisation de I'interaction Raf/PEBP car il egist ce jour peu d'informations structurales
et moléculaires sur le mécanisme d’inhibition dé par la PEBP. D’autre part, pour tenter

d’apporter de nouveaux éléments structuraux deefaction Raf/PEBP, nous avons entrepris

1723) Chiurato M., Routier S., Troin Y., Guillaumet Glew efficient route to fused aryltetrahydroindiiones

via N-acyliminium intermediategur. J. Org. Chem2009 18, 3011-21. b) Pellegatti L., Vedrenne E., Leger J-
M., Jarry C., Routier S.: First efficient palladitsatalyzed aminations of pyrimidines, 1,2,4-tri@arand
tetrazines by original methyl sulfur releaSgnletf 2009 13, 2137-42. c) Popowycz F., Routier S., Joseph B.,
Mérour J-Y.: Synthesis and reactivity of 7-azaimd@H-pyrrolo[2,3-b]pyridine)Tetrahedron2007, 63, 1031-

64. d) Popowycz F., Mérour J.Y., Joseph B.: Synshasd reactivity of 4-, 5-, 6-azaindol@®trahedron2007,

63, 8689-8707. e) Tikad A., Routier S., Akssira Meger J-M., Jarry C., Guillaumet G.: Efficient Acsds

Novel Mono- and Disubstituted Pyrido[3,2-d]pyrimés.Synletf 2006 12, 1938-42. f) Routier S., Mérour J-Y.,
Dias N., Lansiaux A., Bailly C., Lozach O., Meijer. Synthesis and biological evaluation of novel
phenylcarbazoles as potential anticancer agénided. Chem2006 49, 789-99. g) Touzeau F., Arrault A.,
Guillaumet G., Scalbert E., Pfeifier B., Rettori®; Renard P., Mérour J-Y.: Synthesis and bioldgica
evaluation of new 2-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-y)4-dihydro-2H-1,4-benzoxazine derivativdsMed.

Chem, 2003 46, 1962 - 79.

173 3) Jacquemard U., Dias N., Lansiaux A., BaillyI&ge C., Robert J-M., Lozach O., Meijer L., Mérau¥ .,
Routier S.: Synthesis of 3,5- bis(2-indolyl)pyridimnd 3-[(2-Indolyl)-5-phenyl]pyridine derivatives CDK
inhibitors and cytotoxic agentBioorg. Med. Chem2008 16, 4932-53.

b) Lefoix M., Coudert G., Routier S., Pfeiffer Eaignard D.H., Hickman J., Pierré A., Golsteyn R.Méonce
S., Bossard C., Mérour J-Y.: Novel 5-azaindolocaobes as cytotoxic agents and Chk1 inhibit&isorg. Med.
Chem, 2008 16, 5303-21.

174 a) Rautureau G., Jouvensal L., Decoville M., LadRe Vovelle F., Schoentgen F.: Cloning, high gieler-
expression, purification, and characterization &18594, a new PEBP/RKIP family member from Drostaphi
melanogasteProtein Expr. Purif, 2006 48, 90-7. b) Serre L., Vallée B., Bureaud N.,@ufigen F., Zelwer C.:
Crystal structure of the phosphatidylethanolamimeting protein friom bovine brain : a novel strugtuclass of
phospholipids binding proteins. Structui®98 6, 1255-65.

175 3) Atmanene C., Laux A., Glattard E., Muller Agh®entgen F., Metz-Boutigue M.H., Aunis D., Van
Dorsselaer A., Stefano G.B., Sanglier-Cianférani Goumon Y.: Characterization of human and bovine
phosphatidylethanolamine-binding protein (PEBP/RKiferactions with morphine and morphine-glucudas
determined by noncovalent mass spectroméigd. Sci. Monit.2009 15, 178-87. b) Schoentgen F, Jollés P.:
From structure to function: possible biologicale®lof a new widespread protein family binding hydhabic
ligands and displaying a nucleotide binding SREBS Lett. 1995 369, 22-6.
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la synthese de peptides issus de Raf-1. Ce travé@tié effectué au sein de I'équipe d’Agnés
Delmas au CBM, spécialisée dans la synthése pegpéth® Les études de I'interaction des
peptides de Raf-1 avec la PEBP humaine ont étésééal au CBM par RMN (équipe de
Francoise Vovelle et Christian Dambtéf) et par spectrométrie de masse (équipe de Martine
Cadeéné’™®). Ces études devraient apporter de nouveaux éténcencernant le mécanisme
moléculaire d’inhibition de la PEBP et par la suiteivrir des voies vers la synthése de

nouveaux inhibiteurs mimant I'action de PEBP.

V/ Conception rationnelle d’inhibiteurs de Raf-1

Pour concevoir nos inhibiteurs de Raf-1 de facomomaelle, nous avons pris
connaissance dans un premier temps des donnéesusites décrites dans la littérature
concernant les protéines kinases et les stratagleges pour le développement d’inhibiteurs
de kinases. Dans un deuxieme temps, nous nous sOMM@eesses plus précisément aux
informations structurales concernant notre ciblé &ia de définir les pré-requis structuraux

pour élaborer notre pharmacophore.

V-1 La structure conservee des protéines kinases

A ce jour, il existe plus de 118 structures de girms kinases déposées dans la
protéine data bankK®'® La comparaison de ces différentes structures atrénajue les
domaines catalytiques des protéines kinases étagsntonserveés aussi bien au niveau de leur
séquence en acides aminés qu'au niveau de lewtwseutridimensionnellé®® Le domaine

kinase est composé de deux lobes : le berminal et le lob&-terminal Figure 27 A). Le

176 3) Jacquin O., Balbeur D., Damblon C., MarchotD®, Pauw E., Roberts G.C., Frére J.M., Matagne A.:
Positively Cooperative Binding of Zinc lons to Blags cereus 569/H/9 beta-Lactamase Il Suggeststtieat
Binuclear Enzyme Is the Only Relevant Form for Gaia. J. Mol. Biol, 2009. b) Rautureau G., Jouvensal L.,
Schoentgen F., Vovelle F'H, ®N and**C resonance assignments of CG7054, a new PEBP Brasophila
melanogastet]. Biomol. NMR2007, 38, 187.

Y7 Cremer G.A., Jariq H., Delmas A.F.: Combining dapaesin and a pseudo-proline to optimize thedsoli
phase synthesis of a “difficult sequenc&”Pept. Scj.2006 12, 437-42.

18 Seibert C., Cadene M., Sanfiz A., Chait B.T., SakiP.: Tyrosine sulfation of CCR5 N-terminal peptby
tyrosylprotein sulfotransferases 1 and 2 followdistrete pattern and temporal sequeRrec. Natl. Acad. Sci.
U S A, 2002 99, 11031-6.

179 Marsden B.D., Knapp S.: Doing more than just tiiecsure—structural genomics in kinase drug discpve
Curr. Opin. Chem. BioJ2008 12, 40-5.

180 hitp://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

181 Huse M., Kuriyan J.: The conformational plastiaifyprotein kinase<Cell, 2002 109, 275-82.
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lobe N-terminal est constitué de cing brist d’une hélice appelé&rC. Le lobeC-terminal

est composé majoritairement d’hélimesEntre les deux lobes se trouve une région charnié
(hinge region) ou se trouve la poche ATP. La miodies petites molécules inhibitrices de
kinases cible le site ATB? Par conséquent, une bonne compréhension du sife &t
essentielle pour le design des inhibiteurs. Le All® est divisé en plusieurs parti€sgure

27 B): (1) Le site de liaison de I'adénine L’adénine interagit avec la région charniére en
formant 2 liaisons hydrogend®) Le site de fixation du sucre c’est une région hydrophile
dans la plupart des protéines kinagd8¥.Le site de liaison des groupements phosphates d
'ATP : c’est une région tres exposée au solvant garagit avec une boucle trés conservée
appelée P loop (ou G loop) située au dessus. Bettele posséde un motif conservé riche en

glycines (G) : GXGXJIG ou X peut étre n’'importe quel acide amindaine tyrosine ou une

phénylalanine. La majorité des inhibiteurs de k&sag’exploite pas les sites de fixation du
ribose et des phosphates sauf quelques excepaorexemple AZD0530 un nouvel inhibiteur
de Src et Abl(4) La poche hydrophobe I: cette poche n’est pas occupée par 'ATP mais
elle est exploitée par la plupart des inhibiteueskohases. Elle joue un rdéle important dans la
sélectivité des inhibiteurs. La taille et I'accescéite poche est contrélée par un résidu
hydrophobe appelé ; « gatekeepe(5). La poche hydrophobe IlI: cette poche n’est pas
occupée par I'ATP, elle peut étre exploitée powgnga de I'affinité avec les inhibiteurs.

Entre les deux lobes, du cbété opposé de la régmamn&re se trouve la boucle
d’activation ou se situe les résidus a phosphoigérine, thréonine ou tyrosine) pour activer
la kinase et le motif trées conservé DFG (asparpt&nylalanine, glycine). Cette boucle
change de conformation selon qu’elle est phospéergl non. En effet, les protéines kinases
peuvent adopter au moins deux conformations appetéBFG in» ou forme active
correspondant au maximum d’activité et « DFG out»forme inactive correspondant a
I'activité minimale. A I'état inactif, la boucle dege dans le site actif ce qui bloque la liaison
du substrat et de 'ATP. La conformation « DFG slitbére une poche hydrophobe qui peut
étre ciblée par des inhibiteurs notamment pour aungen leur sélectivité. A I'état actif, la
boucle se déplace du centre du site actif libétamicés au substrat et a I'ATP. Ce
changement de conformation induit aussi la bonmatation du motif DFG pour la catalyse.

Le transfert du phosphate nécessite un arrangespéinial dans I'espace de plusieurs
résidus catalytiques qui sont conservés dans téegelsnases. Il s’agit de I'aspartate (D) du

182 Zhang J., Yang P.L., Gray N.S.: Targeting canciéh emall molecule kinase inhibitorblat. Rev. Cancer
2009 9, 28-39.
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motif DFG, d’'une asparagine (N) située aussi subdacle d’activation, d'une lysine (K)

située dans le lohg-terminal, et d’'un résidu glutamate (E) apparteralhéliceaC.
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Figure 27 : Structure des protéines kinases (A) &tture tridimensionnelle conservée des
protéines kinases (code pdb : 1PHK), (B) Représéntaschématique de la poche AT#
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V-2 Les différents types d’inhibiteurs de kinases

Les différents inhibiteurs sont classés selon ode d’interaction. On distingue
quatre types d’inhibiteut®

- Le type I: Il s’agit des inhibiteurs ATP compétitifs, ilfbtent la forme active de la
kinase. C’est la classe la plus représentée. Hisleglus souvent identifiés par des criblages
sur enzymes purifiées. Les inhibiteurs du typent sonstitués généralement d’'un hétérocycle
central (quinazolines, pyrimidines, purines, imiolas, pyrazoles, quinolines, oxindoles) qui
occupe le site de I'adéninBigure 28).*®* Ce cycle est ensuite fonctionnalisé pour occugeer |
poches hydrophobes | et Il afin de gagner en seéigctFigure 29 A). Par exemple : le

triarylimidazole SB203580 est un inhibiteur de p%8PD166326 est un inhibiteur de Abl
1.186

adenine N N
N O
N 'y ) ) (L=
=N = N/ N H
E \ /) pyridine pyrazine  pyrimidine oxindole
N
H H
N N
N
N =N [» [» / /\N [N/ \
{ ) N/) N S N _
N imidazole  thiazole  pyrazole  1H-Imidazo[1,2-alpyridine
purine
N
N S A
cCo o0 C o
7N N N N
N N g
1H-Pyrrolo[2,3-b]pyridine  isoquinoline quinoline benzimidazole

Figure 28 : Exemples d’'analogues hétérocycliques lthdénine utilisés pour la synthése
d’inhibiteurs de kinases de type | et II.

- Le type 1l Les inhibiteurs du type Il reconnaissent la comfation inactive de la
kinase. lls se fixent dans la poche ATP et dansitenhydrophobe adjacent a la poche ATP

8 Liu Y., Gray N.S.: Rational design of inhibitofsat bind to inactive kinase conformatiof&t. Chem. Bio.
2006 2, 358-64.

184 Ghose A.K., Herbertz T., Pippin D.A., Salvino J,Mlallamo J.P.: Knowledge based prediction of lijan
binding modes and rational inhibitor design fordsa drug discovery. Med. Chem2008 51, 5149-71.

185 Wilson K.P., McCaffrey P.G., Hsiao K., PazhanisaSy Galullo V., Bemis G.W., Fitzgibbon M.J., Caron
P.R., Murcko M.A., Su M.S.: The structural basis foe specificity of pyridinylimidazole inhibitoref p38
MAP kinase.Chem Biol. 1997, 4, 423-31.

18 Nagar B., Hantschel O., Young M.A., Scheffzek Weach D., Bornmann W., Clarkson B., Superti-Furga G
Kuriyan J.: Structural basis for the autoinhibitioinc-Abl tyrosine kinaseCell, 2003 112, 859-71.
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créé par la conformation « DFG-out ». Les résidusnaint la poche adjacente sont moins
conserveés ce qui favorise le gain en sélectivisgésdnt identifiés en général par des criblages
sur enzymes purifiées et sur cellules. Les inhilbtede type Il possédent une partie
hétérocyclique liant la poche ATP, un systéeme dorliaecepteur de liaison hydrogene
(amides, urée) bloquant les résidus catalytiquelfils souvent D du motif DFG et E de
I'hélice aC) et une partie hydrophobe liant le site allosigei Figure 29 B). Parmi les
inhibiteurs de type Il, on distingue le Soraféfiii{inhibiteur de Raf), I'imatinil®® (inhibiteur

de Ber-Abl), BIRB796%° (inhibiteur de p38).
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Figure 29 : Mode de liaison des inhibiteurs de kisas'®* (A) Conformation DFG-in de Abl
1 en présence de son inhibiteur de type | PD16G828e PDB : 10PK)(B) Conformation
DFG-out de Abl 1 en présence de son inhibiteuryge tl imatinib (Glive®) (code PDB :
1IEP).

87 Wan P.T., Garnett M.J., Roe S.M., Lee S., NiculeBavaz D., Good V.M., Jones C.M., Marshall C.J.,
Springer C.J., Barford D., Marais..RMechanism of activation of the RAF-ERK signalipgthway by
oncogenic mutations of B-RAEell, 2004 116, 855-67.

188 Nagar B., Bornmann W.G., Pellicena P., SchindlerVieach D.R., Miller W.T., Clarkson B., Kuriyan: J.
Crystal structures of the kinase domain of c-Abtomplex with the small molecule inhibitors PD173%mnd
imatinib (STI-571) Cancer Re$2002 62, 4236—43.

189 Regan J., Breitfelder S., Cirillo P., Gilmore Graham A.G., Hickey E., Klaus B., Madwed J., Morhk
Moss N., Pargellis C., Pav S., Proto A., SwinamerTdng L., Torcellini C.: Pyrazole urea-based litairs of
p38 MAP kinase: from lead compound to clinical ddate.J. Med. Chem2002 45, 2994-3008.
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- Le type llI: Les inhibiteurs allostériques, ils se fixentextérieur du site ATP. Ce
sont des inhibiteurs trés spécifiques car ils ablies régions impliquées dans la régulation
spécifique de la kinase d’'intérét. Dans le futduspd’inhibiteurs allostériques devraient étre
découverts grace notamment au développement desdees de criblage sur cellules. Parmi
les inhibiteurs allostériques, on peut citer CI-AOMEK1/2)'* et BMS-345541 (IKK)
(Figure 30).*%*

o A
N

H

by
T 71X
PN F cl
H

BMS-345541 (IKK) CI-1040 (MEK 1/2)

Figure 30 : Exemple de deux inhibiteurs de kinasds type IlI

- Le type IV: Les inhibiteurs covalents, ils forment une leiscovalente, irréversible
dans le site actif. La plupart du temps, ils résgi$ avec un résidu nucléophile, une cystéine
située a proximité du site de 'AT#? Plusieurs inhibiteurs covalents de 'EGFR sont en
cours d’évaluation clinique dont HKI-272 et CL-38B7Figure 31).}%

1% Ohren J.F., Chen H., Pavlovsky A., Whitehead ®arif E., Kuffa P., Yan C., McConnell P., Spessard C
Banotai C., Mueller W.T., Delaney A., Omer .C., Sktheopold J., Dudley D.T., Leung I.K., Flamme C.,
Warmus J., Kaufman M., Barrett S., Tecle H., Hasem@.A.: Structures of human MAP kinase kinase 1
(MEK1) and MEK2 describe novel noncompetitive kimashibition.Nature Struct. Mol. Bio).2004 11, 1192—
97.

1 McIntyre K.W., Shuster D.J., Gillooly K.M., Damba®.M., Pattoli M.A., Lu P., Zhou X.D., Qiu Y., Zus
F.C., Burke J.R.: A highly selective inhibitor ofB kinase, BMS-345541, blocks both joint inflammatiand
destruction in collagen-induced arthritis in miéethritis Rheum.2003 48, 2652-59.

192 Cohen M.S., Zhang C., Shokat K.M., Taunton J.u@tral bioinformatics-based design of selective,
irreversible kinase inhibitor&cience2005 308, 1318-21.

19 Kwak E.L., Sordella R., Bell D.W., Godin-Heymann, NDkimoto R.A., Brannigan B.W., Harris P.L.,
Driscoll D.R., Fidias P., Lynch T.J., Rabindran S.KcGinnis J.P., Wissner A., Sharma S.V., Issdilead.J.,
Settleman J., Haber D.A.: Irreversible inhibitorfstibee EGF receptor may circumvent acquired restsatio
gefitinib. Proc. Natl. Acad. Sci. U S /£005 102, 7665-70.
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Figure 31 : Inhibiteurs covalents de 'EGFR

V-3 Les différentes familles chimiques des inhibiters de Raf

Plusieurs composés ont été décrits dans la litkeratomme des inhibiteurs potentiels
de Raf depuis une dizaine d’anné¥sA ce jour, ces composés peuvent étre classés en 6
familles : la famille des urées et composés appésefa famille des imidazoles et molécules
apparentées, les benzamides, les oxindoles, lesazipgs et les azaindoles ou
pyrrolopyridines.

V-3.1 La famille des urées et composés apparentés

La fonction urée est trés utilisée pour la coneeptles inhibiteurs de kinas€s elle a
éte la premiere classe validée cliniquement potiraRec la mise sur le marché du Sorafenib.
Le premier hit de cette classe fut découvert paréeipe Bayer a I'issue d’un criblage haut-
débit sur Raf-1 et reporté en 200Iableau 1 entrée 1}°° C’est un inhibiteur d’activité
modeste (Igy Raf = 17 uM) par conséquent, Bayer s’est lancé dare grande campagne
d’optimisation de ce hit qui a abouti & la décotevetu Sorafenib?” Par la suite, d’autres
groupes ont développé d’autres aryles urées pbilven Raf en changeant les cycles A, B, C

du Sorafenib et/ou le lien entre les cycl&ak{leau 1, entrées 3-7). Par exemple, le groupe

194 Smith R.A., Dumas J., Adnane L., Wilhelm S.M.: Becadvances in the research and development of RAF
kinase inhibitors. Curr. Top. Med. Cher2006 6, 1071-89.

% pumas J., Smith R.A., Lowinger T.B. : Recent depetents in the discovery of protein kinase inhitsito
from the urea clas€urr. Opin. Drug Discov. Devel2004 7, 600-16.

19% Smith R.A., Barbosa J., Blum C.L., Bobko M.A., ®gal Y.V., Dally R., Johnson J.S., Katz M.E., Kena

N., Kingery-Wood J., Lee W., Lowinger T.B., Lyons Marsh V., Rogers D.H., Swartz S., Walling T.,I8.:
Discovery of heterocyclic ureas as a new clasafkinase inhibitors: identification of a secondhgration lead

by a combinatorial chemistry approaé&ioorg. Med. Chem. Let2001, 11, 2775-8.

97 Lowinger T.B., Riedl B., Dumas J., Smith R.A.: ipsand discovery of small molecules targeting Taf-
kinase.Curr. Pharm. Des.2002 8, 2269-78.
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Astex a synthétisé une série d’arylurées ou legcBs aromatiques du Sorafenib A, B et C

ont été modifiés (entrée 3%

Structure Développeur| ICsoC-Raf uM | Références
H CO,CH,
N
1 Bayer 17 196
N
2 Y@ ‘ T @ | Bayer 0,006 197

Sorafenib

3 " T T%NJ Astex <0,010 198
F
o

I
HN.__O H
N GSK et
“ >0 CF,

CF,
ﬁcj :
5 7{@ Merck <5 200
X =CH,, CO,CH,CO, NH

CF,

3
H
)
N
X
N\
PL »
N = _ _
~ 0 XfNH,O,S,Nfﬁ

NT
7 YCL Merck <5 202

X =NHCO, CONH
Cl

Chiron <5 201, 203

CF

Novartis <0,1 204

Tableau 1 : Inhibiteurs de Raf de la famille deségs et composés apparentés

Le groupe GSK a obtenu une activité submicromohasea-vis de Raf en incluant un

des atomes d’azote de la fonction urée dans ue pyctolidine (entrée 45° D’autres efforts

%8 Gill A., Woodhead S.J., Apaya R.€t.al: Raf Kinase Inhibitors. PCT Pat. AppO 050026732004
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ont été déployés pour remplacer la fonction urée Stuwafenib, soit en insérant des
groupements entre le NH et le CO (entrée 5), softisionnant la fonction urée avec le cycle
C ou B (entrées 6, 7). Par exemple, le groupe Marakséré des groupements méthyléne,
carbonyle et amino entre le NH et le CO de la fiomctirée®®

Les entreprises Chiron/Amgen et Merck ont synsiéétle nombreux composés ou la
fonction urée a été fusionnée conduisant a la foiomades cycles benzimidazoles,
benzoxazoles, benzothiazd®<*%et quinazoline$®® Novartis a aussi reporté récemment une
étude de relation structure-activité (RSA) & pattimoyau 2-arylaminobenzimidazéfé.Ces
travaux ont contribué a la découverte de I'inhilnitRaf-265 actuellement en phase | (entrée
8). lls ont permis d’améliorer la solubilité etnfiibition de la voie Raf/MEK/ERK au niveau
cellulaire par rapport au Sorafenib.

V-3.2 La famille des imidazoles et molécules apptres

Les inhibiteurs de la famille des imidazoles stmis basés sur le méme
modéle pharmacophorique constitué d’'un hétérocgelgral a 5 chainons trisubstitué. Les
principaux exemples sont représentés damaéeau 2 Les études de RSA ont débuté aprés
la découverte du L-779,488 (entrée 1) et concernent la variation de la nates
substituant®®2%’ (entrées 2, 3) et le remplacement du cycle ceitralazole par d’autres
hétérocycles tels que le furdfe(entrée 3) ou le pyrazdf® (entrée 4). Toutes ces études de

19 Adams J.L., Bryan D.L., Goodman S&t.al: Chemical compounds. PCT Pat. AppO 040433792003

200 3) Buchstaller H.P., Wiesner M., Sirrenberge€al: Oxamide Derivatives Useful as Raf Kinase Inhitsito
PCT Pat. ApplWO 040853992004 b) Bruge D., Buchstaller H.P., Grell Mt al: Malonamide Derivatives.
PCT Pat. Appl.WO 050053892004 c) Finsinger D., Buchstaller H.P., Zenke ét. al: Diacylhydrazine
Derivatives. PCT Pat. AppiWO 050588322004

21 DiPietro L.V., Harmange J.C., Van der PlagSal: Fused Azoles such as 2,5-Disubstituted Benzinoildsz
Benzoxazoles and Benzothiazoles. PCT Pat. Afy). 040854252004

202 gychstaller H.P., Finsinger D., Zenkeef.al: Benzimidazole Derivatives as Raf Kinase Inhilstd?CT Pat.
Appl. WO 050048642004

203 Ramurthy S., Renhowe P.A., Subramanian S.: 2,6i3tituted Quinazolines, Quinoxalines, quinolined a
Isoquinolines as Inhibitors of Raf Kinase for Treant of Cancer. PCT Pat. Appl/O 050372852004

204 Ramurthy S., Subramanian S., Aikawa M., Amiri @ostales A., Dove J., Fong S., Jansen J.M., LeBine
Ma S., McBride C.M., Michaelian J., Pick T., PoondD Girish S., Shafer C.M., Stuart D., Sung L.nRave
P.A.: Design and synthesis of orally bioavailabésXimidazoles as Raf kinase inhibitatsMed. Chem2008
51, 7049-52.

205 Claremon D.A., Heimbrook D.C., Patrick D.& al: Preparation of Imidazole Derivatives for Treatineh
Raf-mediated Disease. Brit. UK Pat. ap@B 23061081996

2% Takle AK., Brown M.J., Davies S., Dean D.K., FeenG., Gaiba A., Hird A.W., King F.D., Lovell P,J.
Naylor A., Reith A.D., Steadman J.G., Wilson D.Nilhe identification of potent and selective imidazbhsed
inhibitors of B-Raf kinaseBioorg. Med. Chem. Let2006 16, 378-81.

27 Wolin R.L., Bembenek S.D., Wei J., Crawford S.nteen K., Brunmark A., Karlsson L., Edwards J.P.,
Blevitt J.M.: Dual binding site inhibitors of B-RAKnase Bioorg. Med. Chem. Left2008 18, 2825-9.

28 Takle A.K., Bamford M.J., Davies S., Davis R.Pedd D.K., Gaiba A., Irving E.A., King F.D., Nayléx,
Parr C.A., Ray AM., Reith A.D., Smith B.B., StatéhC., Steadman J.G., Stean T.0., Wilson D.M.: The
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RSA réalisées par différents groupes pharmacelgiqué abouti a la synthése de puissants

inhibiteurs sélectifs de Raf.

Structure Développeur | 1GoC-Raf nM | Références
O
1 L Merck 14 205
L-779,450
Cl OH
=
AN f H
2 ’N@OH SKB 1,7 206
/ N—
HO—N SB-590885 /
H O
N
-
= a Johnson & Johnson
3 ZNA\ | R Q . 1,0 207
HOONTN o Pharmaceutical
N/
g .
4 | ) " SKB 2,4 (B-Raf) 208
5 NH Genentech 0,03 (B-Raf) 209

Tableau 2 : Inhibiteurs de Raf de la famille des idazoles et molécules apparentées

V-3.3 La famille des benzamides

ZM-336372 est le premier dérivé de cette familliécalivert par AstraZeneca dans les
années 96! Il est actuellement en phase d’évaluation prégliai Sa structure est proche de

celle du Glive® (imatinib). La fonction amide permet l'interacti@vec la boucle DFG et

identification of potent, selective and CNS penatfaran-based inhibitors of B-Raf kinagoorg. Med. Chem.
Lett, 2008 18, 4373-6.

2 Hansen J.D., Grina J., Newhouse B., Welch M., Tmp&., Litman N., Callejo M., Gloor S., Martinsdv.,
Laird E., Brandhuber B.J., Vigers G., Morales Tg&%sner R., Randolph N., Lyssikatos J., OliveroPatent
and selective pyrazole-based inhibitors of B-Rafkie Bioorg. Med. Chem. Left2008 18, 4692-95.
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I'hélice aC. Par la suite, Novartis a synthétisé des anakdoet la structure est proche de

celles de ZM-336372 et de I'imatinfb’ Ces structures sont détaillées dariEdbleau 3

Composé Développeu ICsoRaf nM Références

ZM-336372
6 AstraZenecad 70 (C-Raf) 131

Imatinib
%N Novartis | Inhibiteur de Bcl-Ab 188

/N N
/N\ 4 L) | 210
\Q N Novartis 667 (B-Raf)
o
N
oM € )
(gﬁ N Novartis 32 (B-Raf) 210
= CF,
\ NH o

Tableau 3 : Inhibiteurs de Raf de la famille desrmmides

V-3.4 La famille des oxindoles

Les principaux inhibiteurs de la famille des oxiledosont détaillés dans Tableau 4
GW-5074 est le premier inhibiteur de Raf de ce#tmifie reporté par Novartis en 1999-

2000%** En paralléle, Novartis a développé d'autres anseg par exemple des aza-

#103) Batt D.B., Ramsey T.M., Sabio M.L.: 2-Aminopyitline Derivatives as Raf Kinase Inhibitors, Precks
their Preparation, and their Use, e.g. in the Tneat of Proliferative Diseases such as Cancer. P&T Appl.
WO 041104522004 b) Chopiuk G., Furet P., SteemsmaeRal: Pyrimidinylarylmaines and Pyrimidinylaryl
Benzamides as Protein Kinase Inhibitors and theip&ation. PCT Pat. ApplvO 050330862004 c) Ding Q.,
Gray N., Uno T.et al. A Preparation of Heteroarenopyrazole Derivativgseful as Protein Kinase Inhibitors.
PCT Pat. ApplWO 050394862004

21 | ackey K., Cory M., Davis R., Frye S.V., HarrisAR.Hunter R.N., Jung D.K., McDonald O.B., McNutt
R.W., Peel M.R., Rutkowske R.D., Veal J.M., WoodRE.The discovery of potent cRafl kinase inhibitors
Bioorg. Med. Cheni.ett, 2000,10, 223-6.
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oxindoles*? GW-5074 est actuellement étudié pour son utilisaéventuelle pour traiter les

maladies neurodégénératives.

Composfr Développeur| ICsoC-Raf nM | Références
1 GSK 11 211
2 GSK 700 212
3 GSK <1000 212
4 GSK 11 211

Tableau 4 : Inhibiteurs de Raf de la famille desiodoles

V-3.5 La famille des pyrazines

Le Tableau 5 récapitule les principaux inhibiteurs de cette s#adl s’agit
d’inhibiteurs composés d'un cycle central pyrazidesubstitué en position 2 et 6.
L’identification d’'une nouvelle structure inhibite de B-Raf avec une valeur dsi@le 3.5
MM de type pyrazine résulte d’un criblage haut tdidhine bibliotheque de molécules réalisé
par I'équipe de Caroline Springer a l'institute @fncer Research (ICRJ&bleau 5 entrée

1)2** Les études de RSA réalisées a partir de ce produitonsisté & modifier la nature du

%2 Cheung M., Glennon K.C., Peel M.& al: Preparation of Arylmethylidene-azaoxindoles ast&n Kinase
Inhibitors.PCT Pat. AppIWO 990218591998

213 Chen H.M., Wang L., D'Mello S.R.: Inhibition of AF3 expression by B-Raf mediates the neuroprotectiv
action of GW5074J. Neurochem2008 105, 1300-12.

#4 Niculescu-Duvaz I., Roman E., Whittaker S.R., &lde F., Kirk R., Scanlon 1.J., Davies L.C., Nicsde-
Duvaz D., Marais R., Springer C.J.: Novel inhibitaf B-RAF based on a disubstituted pyrazine stffo
Generation of a nanomolar lead.Med. Chem2008§ 49, 407-16.
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cycle C (entrées 2, 3) ce qui a permis d’amélibaetivité inhibitrice in vitro vis-a-vis de B-
Raf d'un facteur 4™ La poursuite de cette étude de RSA sur le c@la mené a la
découverte de plusieurs composés possédant ungainde sélectivité vis a vis de B-Raf
V600E par rapport & C-Raf avec un facteur allarfs de36 fois (entrée 4§°

Structure Développeur | 1GoB-Raf uM | Références

h Research (ICR

O
~
07
H
2 O]\@N\[N\ NH ICR 0,79 214
N /go
3 NS H\[N\l \H ICR 0,95 214
Q | N/ /KO !
Cl

N
A 401\©H\[N\jo . CR 0,31 215
- , L V600E B-Raf

Tableau 5 : Inhibiteurs de Raf de la famille desnagines

O
o N N N)K Institute of
1 ]@/ s g Cancer 3,5 214
2
(o]

V-3.6 La famille des azaindoles (ou pyrrolopyridine

En 2008, le groupe Plexxikon a reporté les résulbditenus pour une campagne de
criblage de petits fragments de 150 a 350 Da susiquirs protéines kinases de structure
connue®® Ces travaux ont révélé la liaison du cycle 7-adali| dans la poche ATP. Ils ont
synthétisé une série de dérivés 7-azaindole disudsten positiorC-5 et C-3 gu’ils ont
optimisé pour cibler B-Raf et V600E B-RaEf. D'autres chercheurs de chez GSK ont publié

I'utilisation du noyau 7-azaindole comme ligandldeégion charniére ou se situe la poche

15 Niculescu-Duvaz I., Roman E., Whittaker S.R., &las F., Kirk R., Scanlon 1.J., Davies L.C., Nicsde-
Duvaz D., Marais R., Springer C.J.: Novel inhibst@f the v-raf murine sarcoma viral oncogene hoguaéoB1
(BRAF) based on a 2,6-disubstituted pyrazine stéffb Med. Chem2008 51, 3261-74.
%1% Tsai J., Lee J.T., Wang W., Zhang J., Cho H., M&noBremer R., Gillette S., Kong J., Haass N.K.,
Sproesser K., Li L., Smalley K.S., Fong D., Zhu Y.Marimuthu A., Nguyen H., Lam B., Liu J., Cheuhg
Rice J., Suzuki Y., Luu C., Settachatgul C., SldldR., Cantwell J., Kim S.H., Schlessinger J., ZhKnY .,
West B.L., Powell B., Habets G., Zhang C., lbralfr., Hirth P., Artis D.R., Herlyn M., Bollag G.:i§xovery
of a selective inhibitor of oncogenic B-Raf kinagih potent antimelanoma activitiProc. Natl. Acad. Sci. U S
A., 2008 105 3041-46.
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ATP. lls ont concgu leur pharmacophore a partir desnées structurales connues pour le

Sorafenib et SB-590888’ Le Tableau 6représente les meilleurs inhibiteurs de cette lfami

Structure Développeur IG5 Raf nM Références
6,7 (C-Raf)
1 Plexxicon 160 (B-Raf) 216
13 (V600E B-Raf)
2 Plexxicon non communiqué 216
_ 100 (B-Raf)
3 Plexxicon 216
31 (V600E B-Raf)
4 GSK 2,5 (B-Raf) 217

Tableau 6 : Inhibiteurs de Raf de la famille desaamdoles

Les produits obtenus par Plexxicorableau 6 entrées 1-3) sont tres sélectifs vis-a-

vis de la forme oncogénique V600E B-Raf et agtifsitro sur cellules de mélanomes mais

aussiin vivo sur des modéles murins de mélanofi&éujourd’hui le PLX 4032 (entrée 3)

est actuellement en phase | pour le traitementngd@snomes. Le composé synthétisé par

GSK (entrée 4) a montré une bonne activité inhdatm vitro sur B-Raf et sur cellules

tumorales et un meilleur profil de sélectivité daesorafenib. Il est notamment 100 fois plus

efficace sur B-Raf que sur VEGFR-2 et c-Nf€t.

27 Tang J., Hamajima T., Nakano M., Sato H., DickerSoH., Lackey K.E.: Knowledge-based design of 7-
azaindoles as selective B-Raf inhibitdBsoorg. Med. Chem. Let2008 18, 4610-4.
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V-4 Les structures tridimensionnelles de Raf

Les données structurales concernant Raf sont erlooiges, il n'existe pas de
structure de la protéine entiere, ni de structdefaf en complexe avec Ras ou MEK. Les
seules structures résolues a ce jour concernerdoesines kinases de B-Raf et sa forme
mutée V600E B-Raf en complexe avec différents iitdilss. Concernant Raf-1, seules des
études réalisées par RMN sur son domaine de ligideas (RBD et CRD) sont disponibles.
Raf-1 et B-Raf ont 74 % d’identité de séquence igeau de leur domaine kinasEidure
32). Par conséquent, on peut considérer que lews adtifs sont trés similaires. C’est a partir
des structures de B-Raf avec les différents indilbg que nous avons défini les pré-requis
structuraux indispensables pour linhibition. Lesdfélentes structures cristallographiques
disponibles de Raf en interaction avec des inhibitesont répertoriées ci-dessous dans le
Tableau 7. Les inhibiteurs ont été cristallisés en présateca forme sauvage ou de la forme
mutée de B-Raf. Les interactions impliquées étamilares dans la plupart des cas, seules les
interactions avec la forme sauvage sont décritedessous. Cette thése ayant débuté en

novembre 2006, seules a cette date étaient didpenés structures entre Raf et le Sorafenib.

73.9% identity in 333 residues overlap; Score: 1304.0; Gap frequency: 0.0%

B- Raf 13 QRERKSSSSSEDRNRMKTL GRRDSSDDVEI PDGQI TVGOQRI GSGSFGTVYKGKVWHGDVAV
Raf -1 6 OQRERAPVSGTQEKNKI RPRCGQRDSSYYWEI EASEVMLSTRI GSGSFGT VYKGKWHGDVAV
* k% % * * * Kk k k% * % % EEE
B- Raf 73 KMLNVTAPTPQQLQAFKNEVGVLRKTRHVNI LLFMGYSTKPQLAI VTQWCEGSSL YHHLH
Raf - 1 66 Kl LKVVDPTPEQFQAFRNEVAVLRKTRHVNI LLFMGYMIKDNLAI VTQWCEGSSL YKHLH
* *x % *kk * K*kk *kk F*hkkhkhkkkhkhkkkkkhkhkkkkk k% ¥k kkkkkkkhkkkk*x *kxk*k
B- Raf 133 || ETKFEM KLI DI ARQTAQGVDYLHAKSI | HRDLKSNNI FLHEDL TVKI GDFGLATVKS
Raf - 1 126 VQETKFQVFQLI DI ARQTAQGVDYLHAKNI | HRDVKSNNI FLHEGLTVKI GDFGLATVKS
*kkk ok khkkkhkhkkhkkhhkkhhkkhkkhhkkhhkkhkk kx *kkhk*k *khhkkhkkhkkhkkhk*k *khkhkkhkkhkhkkhkhkkhkkhhkkhkkk*k
B- Raf 193 RWSGSHQFEQLSGSI LWAPEVI RVMODKNPYSFQSDVYAFG VLYELMIGQLPYSNI NNR
Raf - 1 186 RWSGSQQVEQPTGSVLWAPEVI RMQDNNPFSFQSDVYSYG! VLYELMTGELPYSHI NNR
*k*xkk* * K% Xk *hkkkhkhkkkhkkxkkhkhkkk *k *xkkkkkx *kkhkkkkkkhkkkk *kxkkk *kk*k
B- Raf 253 DQI | FMWGRGYL SPDL SKVRSNCPKAMKRLMAECLKKKRDERPLFPQI LASI ELLARSLP
Raf - 1 246 DQ | FMWGRGYASPDL SKLYKNCPKAMKRLVADCVKKVKEERPLFPQI LSSI ELLQHSLP
¥k kkhkkhkkkhkk* *kkkkx *kkkkxkk*x * * k% kkhkkkkkkhkk*k *kkk*k * % %
B- Raf 313 Kl HRSASEPSLNRAGFQTEDFSLYACASPKTPI
Raf -1 306 KI NRSASEPSLHRAAHTEDI NACTLTTSPRLPV

*kk *kkkkkhkkk k% * % *

Figure 32 : Alignement de séquence correspondankalomaines kinases de B-Raf et C-
Raf

Interaction B-Raf/ SorafenibLa Figure 33illustre les principales interactions entre le
Sorafenib et le site actif de B-R@f Le Sorafenib inhibén vitro Raf-1 et B-Raf avec des

valeurs d’'IGy égales a 6 nM et 38 nM respectivement. La réswiudie la structure a permis

#8 Wan P.T., Garnett M.J., Roe S.M., Lee S., NiculeBavaz D., Good V.M., Jones C.M., Marshall C.J.,
Springer C.J., Barford D., Marais R.: Mechanism Adftivation of the RAF-ERK Signaling Pathway by
Oncogenic Mutations of B-RAKell, 2004 116, 855-67.
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de déterminer que le Sorafenib est un inhibiteutyge 1. Le cycle pyridinyle du Sorafenib
occupe la poche ATP et interagit avec trois résatosnatiques (Trp531, Phe583 et Phe595).
L’azote pyridinique et le substituant carboxamiderfent deux liaisons hydrogenes avec le
NH du résidu Cys532. La fonction urée est impliqdéas deux liaisons hydrogenes : I'un
des 2 groupements NH interagit avec le groupemanboxylate du résidu catalytique
Glu501, le carbonyle forme une autre liaison hyéragavec le NH de I'’Asp594 du motif
DFG. Le cycle phényle et ses substituants Cl ef €&-logent dans la poche hydrophobe
située derriere la poche ATP normalement occupeéepéasidu Phe595 dans la conformation

active (DFG-in) de B-Raf et qui devient accessddas la conformation DFG-out.

Code Raf Inhibiteur Structure Date Réference
1UWH B-Raf " . Mars
V600E B- | Sorafenib N N _ 218
1UWJ ] Q T Qg 2004
Raf o
N/
—_— 5 .Raf SB- A I § Décembre 210
-Ra
590885 N)\QC’H 2006
/ N—
Ho—N /
F b L.
o N=8N Fevrier
3C4C B-Raf PLX 4720 0 216
c S 4 2008
N N
V600E B- . o P | Février
3C4D PLX 3203 7 o 216
Raf 2008
Aot
3D4Q B-Raf SM51 NH 209
2008

Tableau 7 : Structures cristallographiques des cdewes Raf/ inhibiteurs
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) Poche ATP
(o)
lle513 e % Tps3l
Ho 4 Phe583
His574 CFs Phe595
Cl o (e} N
GO
lle572 NN 2N HN

_H
07 N T

Poche hydrophobe o : » Y
%))\O _
° C-Term

HNN_,/

Figure 33 : (A) Mode d’interaction entre le Sorafém et B-Raf. (B) Fixation du Sorafenib
dans la région charniére de B-Raf (code pdb : TUWH)

Interaction B-Raf/ SB-590885Le triarylimidazole SB-590885 est un inhibitgaus

spécifique vis-a-vis de Raf que le Soraferiialfleau 7).>*° Il inhibe in vitro Raf-1 et B-Raf

avec des valeurs d’'igégales a 1.72 nM et 0.16 nM respectivement. His@un inhibiteur
ATP compétitif (type 1) qui se fixe sur la formeti@e de Raf. Les trois cycles imidazole,
pyridine et indane-oxime se fixent dans la pochePAfrincipalement par interactions
hydrophobes avec les résidus Phe583, Leu514, AlaZ&iia71, Lys483, Thr529gure 34).

La fonction oxime forme 2 liaisons hydrogéne : leoupement OH interagit avec le
groupement carboxylate du résidu catalytique Glu3@tome d’azote interagit avec le
groupement carboxylate du résidu catalytique Asph@4cycle pyridinyle forme une liaison
hydrogene avec le NH du résidu Cys532 localisé tiapsche ATP. Asp594 et Cys532 sont
aussi ciblés par le Sorafenib. La partie diméthyta@thoxyphényle dirigée vers I'extérieur
de la protéine forme des liaisons hydrophobes ge@sidus Val471, lle463 et Gly464.

#9King A.J., Patrick D.R., Batorsky R.S., Ho M.L.o[{.T., Zhang S.Y., Kumar R., Rusnak D.W., Takl&A.
Wilson D.M., Hugger E., Wang L., Karreth F., Loughke].C., Lee J., Chau D., Stout T.J., May E.W., Rger
C.M., Schaber M.D., Luo L., Lakdawala A.S., Adanls  JContractor R.G., Smalley K.S., Herlyn M., Misgey
M.M., Tuveson D.A., Huang P.S.: Demonstration ofanetic Therapeutic Index for Tumors Expressing
Oncogenic BRAF by the Kinase Inhibitor SB-59088%ancer Res2006 66, 11100-05.
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Leu514 Ala481

Phe583

) / Val47t\N/\
_ Lys483 /
HO—N Y lle463

Poche ATP

Figure 34 :Mode d’interaction entre B-Raf et SB-590885

Interaction B-Raf/ PLX 4720 ou PLX 3203.e PLX 4720 et le PLX 3203 sont des

dérivés 7-azaindoliques qui sont plus sélectifs lguSorafenib vis-a-vis de Raldbleau

7).2* Ce sont des inhibiteurs de type | se fixant sdotme active de Raf. PLX 4720 inhibe

in vitro Raf-1 et B-Raf avec des valeurs di¢@gales a 6.7 nM et 160 nM respectivement.

Les PLX 4720 et PLX 3203 intéragissent avec B-s&bn le méme mode d’interaction qui

est décrit dans IRigure 35. Cependant PLX 3203 a été cristallisé avec la éonmitée B-Raf

V600E alors que le PLX 4720 a été cristallisé daeforme sauvage. La plupart des résidus

avec lesquels ils interagissent sont ciblés p&olafenib.

lle463 T F N

Poche ATP ®)

\ i/
N
H

Leu514
/ Lys483

Cys532 \ Thr529
lle527

H
o)
o N\§ PLX 4720 : R1 = Cl, R2 =propyle
jm NH PLX 3203 : R1 = 3-pyridyle, R2 = éthyle

GIn530

Trp531

Figure 35 : Mode d'interaction entre B-Raf et PLX720
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L’hétérocycle central 7-azaindole permet I'ancratgms la poche ATP en formant
deux liaisons hydrogénes : entre I'azote pyridieigt le NH du résidu Cys532 d’'une part, le
NH du pyrrole et le CO du résidu GIn530. Le 7-adale forme également de nombreuses
liaisons hydrophobes au sein de cette poche awecékdus Trp531, Thr529, Leu514 et
Ala481. L’atome de chlore en positidit5 interagit par contact de Van Der Waals avec
lle463. Le motif difluoro-phényle est ancré dans poche hydrophobe formée par les résidus
Ala481, Val482, Lys483, Vald71, lle527, Thr529, bdd et Phe583. L'atome d’azote du
groupement sulfonamide forme une liaison hydrogawec le résidu catalytique Asp594
tandis qu'un des deux atomes d’oxygene de la fonulfone forme une liaison hydrogene
avec le NH du résidu Phe595 du motif DFG. Le grouget propyle est important pour la
sélectivité car il se lie dans une poche hydroptsaective de Raf.

Interaction B-Raf/ SM51: SM51 est un analogue pyrazole du composé SB-
590885 comme le montre la superposition des 2 itehits Eigure 36).2°° SM51 inhibein

vitro B-Raf de facon plus efficace que SB-590885 avex valeur d'IG, égale a 0.03 nM.
SM51 se fixe selon le méme mode d’interaction gBe590885 : les trois substituants du
cycle central sont orientés dans la méme dire@ion pour SB-590883-{gure 36). Il s’agit
d’un inhibiteur ATP compétitif (type 1) qui se fixgur la forme active de Raf. Deux des 3

substituants du pyrazole sont identiques au SB-8®0& cycle pyridinyle et I'indane-oxime.

Figure 36 : Superposition des inhibiteurs SB-590888leu) et SM51 (jaune) a partir des
structures cristallographiques : 2FB8 et 3D4Q

Au lieu d’'interagir avec le résidu catalytique A8d, I'azote de la fonction oxime
forme une liaison hydrogene avec le groupement tfdn autre résidu catalytique Lys483
(Figure 37). La partie diméthylaminoéthoxyphényle de SB-5%88t remplacée par un
cycle pipéridine permettant de gagner en efficagifice a 'apport d’'une liaison hydrogene
entre le NH du cycle pipéridine et le CO du rédidd63.
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J ﬁ)% lle463
NH
_Aa481

Gly464 "

/ Val4d71
Thr529
H

Figure 37 : Mode d'interaction entre B-Raf et PLXNS51

La superposition des différentes structures claiedphiquesKigure 38) montre que
les inhibiteurs se superposent bien au niveau deotde ATP, ce qui suggere un mode
d’interaction similaire. Globalement, I'interactiaantre B-Raf et son inhibiteur implique de
nombreuses interactions hydrophobes mais ausdiliagsons hydrogenes. La reconnaissance
au niveau de la poche ATP se fait essentiellemantdps interactions hydrophobes pour se
lier dans le site de l'adénine et du ribose. Ceeractions se fontwia ['utilisation
d’hétérocycles aromatiques (azaindole, imidazojeagole) et au moins un point d’ancrage
avec une liaison hydrogéene. D’autres systémes donmed#/ou accepteur de liaisons
hydrogenes seront indispensables pour se logerldamehe phosphate et bloquer les résidus
importants pour la catalyse enzymatique (Asp 58, 395, Glu 501, Lys 483).

Des études de relation structure-activité se soultipiées aprés I'apparition des
structures cristallographiques de Raf et ont pelutidisation des techniques de modélisation
moléculaire tels que le 3D-QSAR (three-dimentior@hantitative structure activity
relationship}*° et le criblage virtuel de librairies de molécufesir accélérer I'identification
et I'optimisation des molécules inhibitric&s:*?*Ces techniquein silico ont pour but de

prédire au mieux I'activité biologique en fonctida la structure chimique.

220 Thaimattam R., Daga P., Rajjak S.A., Banerjee Igbal J.: 3D-QSAR CoMFA, CoMSIA studies on
substituted ureas as Raf-1 kinase inhibitors asdcdanfirmation with structure-based studi@soorg. Med.
Chem, 2004 12, 6415-25.
ZLiH.F, LuT., Zhu T., Jiang Y.J., Rao S.S., HIYL Xin B.T., Chen Y.D.: Virtual screening for Rafkinase
inhibitors based on pharmacophore model of sulbstitureaskur. J. Med. Chem2009 44, 1240-9.
222 Fratev F., Osk Jonsdoéttir S., Mihaylova E., PajévaMolecular Basis of Inactive B-RAF(WT) and B-
RAF(V600E) Ligand Inhibition, Selectivity and Comfoational Stability: An in Silico StudyMol. Pharm,
2008 6, 144-57.

69



Chapitre | : Introduction

Figure 38: (A) Superposition des 4 structures deBographiques de B-Raf avec 4
inhibiteurs : Sorafenib (LUWH), PLX 4720(3C4C), (2FB8), (3D4Q). (B)
Zoom de la région charniere ou se fixent les difééts inhibiteurs. (C) Zoom sur la
superposition des 4 inhibiteurs. Cette figure a ééalisée a I'aide du logiciel Pymol

V-5 Elaboration de notre pharmacophore

Pour élaborer notre pharmacophore, nous nous sonmagss sur les structures
cristallographiques des complexes B-Raf/ inhibgedisponibles. Au début de la thése, seules
deux structures cristallographiques de Raf étaigatites : les complexes B-Raf/ Sorafenib
d’'une part et B-Raf/ SB-590885 d’autre part. Laaaption d’inhibiteurs ciblant les formes
inactives des protéines kinases est une stratégiegagner en sélectiviféNotre choix s’est
alors porté sur la synthese d’inhibiteurs analogdesSorafenib en raison de son mode
d’interaction. D’aprés la structure cristallogragpiieé du complexe B-Raf/Sorafenib (1UWH),
le Sorafenib est un composé tricycliques qui seiléférentiellement & la forme inactive ou
DGF « out » en occupant une poche hydrophobe spéeifle Raf, ce qui en fait un inhibiteur
de type 1 Cette poche n’est pas occupée dans le cas du eén§®-590885 qui est un
inhibiteur de type | (ATP compétitif).

Au début de cette these, en collaboration avec h@tép Bourg pour la partie

modélisation moléculaire, nous avons commencé lathége des inhibiteurs de Raf
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principalement a partir des informations structesassues des données cristallographiques du
complexe B-Raf/ Sorafenib d’une part et des étuEeRSA réalisées a partir du Sorafenib
d’autre part. Pour élaborer notre pharmacophores mwons défini les pré-requis structuraux
indispensables pour l'inhibition de la protéine Raf

L’interaction entre B-Raf et le Sorafenib impligde nombreuses interactions hydrophobes et
4 liaisons hydrogenes-igure 33). Comme cela a été décrit précédemment, la firaties
inhibiteurs dans la poche ATP requiére la présemeegroupements hydrophobes pour
occuper le site de la base (adénine) et du sub@s). Des systemes donneur et/ou accepteur
de liaisons hydrogenes (urée, amides, amines,reutimes) sont indispensables pour se loger
dans la poche phosphate et bloquer les résidubtagtas (Asp 594, Glu 501 et Lys 483).
Les hétérocycles aromatiques (pyrazine, imidadmezothiazole, pyrazole, azaindole) sont
utilisés pour accéder a cette poche.

A partir du Sorafenib, nous avons concgu notre ne@gélarmacophorique représenté dans la

Figure 39.

Systéme donneur-accepteur Poche ATP
de liaison hydrogene

H H

N\n/N

(I
(0]
Sorafenib
l R1 en para ou méta = Br, Cl, CN, OR2,

COOR2, CONHR2, NHCOR2

N nd i
OGS
P4 N X
v Y
4-azaindole o

Figure 39 : Séries de composés envisagées pouyhdhese d’analogues du Sorafenib

00

N
N

Nos travaux portent essentiellement sur l'utilisatdu noyau 4-azaindole étudié au
laboratoire comme hétérocycle centalLe cycleC du Sorafenib sera greffé en positicsb
du 4-azaindole pour maintenir la reconnaissance &poche hydrophobe spécifique de Raf.
Le cycle aromatiqued sera alternativement positionné Brl, C-2 ou C-3 du noyau 4-
azaindole. Nous avons choisi comme cy&lan groupement phényle ou pyridinyle. Le cycle

A a été fonctionnalisé en positionpara ou méta par des groupements
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électrodonneurs (méthoxy OMe, amine et électroattracteurs (halogenes, ester COOMe,
nitrile CN, amide CONH ou NHCO). Les substituantétinoxy, ester et nitrile sont aussi
accepteurs de liaison hydrogéne tandis que le groapt amine est donneur de liaison
hydrogene. Les groupements amides, accepteurs mheds de liaisons hydrogenes
permettent I'ancrage dans la poche ATP. Le cycldeah fonctionnalisé ou non par un
halogéne favorisera les contacts hydrophobes audsila poche ATP. Dans un premier
temps, nous avons choisi la fonction cétone pate fa lien entre les cycles et B.

Comme cela a été décrit préecédemment, plusieutgogeode recherche ont synthétisé
des inhibiteurs puissants de Raf en fusionnantolaction urée du Sorafenib dans un
hétérocycle, en particulier les benzimidazoles.réstratégie a été d’inclure la fonction urée
du Sorafenib indispensable pour bloquer les réswdtiglytigues dans le cycleazaindole.
L’azote en positionN-4 et le NH porté par le somm@&-5 du 4-azaindole pourraient
eventuellement conduire a la formation de deusdias hydrogénes comme la fonction urée.

Les syntheses organiques ont utilisé le savoir fdin laboratoire en chimie des
hétérocycles azotés avec tout particulierementlifation des réactions anioniques et les
réactions de couplages catalysés au palladium.tidigation des structures s’est faite en
fonction des valeurs Kg déterminéesn vitro sur Raf-1 et sur des lignées de cellules

cancéreuses (test de cytotoxicité).

VI/ Synthése, réactivité et propriétés biologiquedes dérivés du 4-azaindole

VI-1 Introduction générale sur les azaindoles

L’indole est I'un des hétérocycles les plus repnéds parmi les molécules
biologiqguement actives d'origine naturelles ou bgtijues. Le remplacement d’'un des
atomes de carbone sur les positions 4-7 de l'indoleduit aux 4-, 5-, 6-, 7-azaindoles ou
pyrrolopyridines Figure 40).

4

N
Coy: Uy U o (D
6 /N /N N/N N/N
H H H H

7

Iz_Jw

Indole 4-azaindole ou 5-azaindole ou 6-azaindole ou 7-azaindole ou
pyrrolo[3,2-b]pyridine  pyrrolo[3,2-c]pyridine  pyrrolo[2,3-c]pyridine  pyrrolo[2,3-b]pyridine

Figure 40 : Structures de l'indole et des 4-, 5-, & 7-azaindoles
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Les azaindoles sont considérés comme des bioisegterl'indole, par conséquent ils
ont un intérét pharmacologique majeur pour amédlidractivité, la sélectivité et la
biodisponibilité des dérivés indoliques. Par exeampéquipe de Benoit Joseph a travaillé sur
des inhibiteurs de kinase de la famille indoligles, méridianines (3-(2-aminopyrimidin-4-
yhindoles). Elle a synthétisé I'analogue 7-azaiedo 3-(pyrimidin-4-yl)-7-azaindoles
(mériolines) afin d’en évaluer son activité biokpge?** La plupart des azaindoles sont des
molécules synthétiques, seul le squelette 7-azhinekt retrouvé dans un produit d’origine
naturelle : la Varioline B, issue d’'un organismerimal’éponge Kirkpatrickia varialosa
connue pour ses propriétés anti-cancéretféés’

Le développement de méthodes chimiques efficacag poéparer les dérivés
azaindoligues constitue un challenge chimique. G&xplique en partie par le fait que
'azote pyridinique appauvrit la densité électrar@qdu cycle. Par conséquent, les méthodes
de synthese développées pour l'indole, telle queytdisation de Fisher, donnent le plus
souvent des faibles rendements sauf en présencgradmement méthox§?° Grace au
développement de la chimie organométallique, eticodier les réactions de catalyse aux
meétaux de transition et les réactions de lithigtide nouvelles voies synthétiques sont
apparues apres les années 90. Plusieurs revuesegoat été publiées sur les syntheses et la
fonctionnalisation des azaindoféd:?*®?*° Concernant la réactivité des azaindoles non
substitués, plusieurs études théoriques et expgtates ont été publiées a partir des années

602° || s’agit essentiellement d’études comparativeseetindole et les azaindoles au sujet

2% Echalier A., Bettayeb K., Ferandin Y., Lozach Oément M., Valette A., Liger F., Marquet B., Mard.C.,
Endicott J.A., Joseph B., Meijer L.: Meriolins (Byfimidin-4-yl)-7-azaindoles): Synthesis, Kinaséibitory
Activity, Cellular Effects, and Structure of a CDKXyclin A/Meriolin ComplexJ. Med. Chem 2008 51, 737—
51.

224 perry N.B., Ettouati L., Litaudon M., Blunt J.WMunro M.H. G., Parkin S., Hope H.: Alkaloids froret
Antarctic spongeKirkpatrickia Varialosa Part 1: variolin B, a new antitumour and antivicmmpound.
Tetrahedron1994 50, 3987-92.

22 Trimurtulu G., Faulkner D.J., Perry N.B., Ettouatj Litaudon M., Blunt J.W., Munro M.H.G, JamesGIB.:
Alkaloids from the Antarctic spongeKirkpatrickia Varialosa Part 2: variolin A and N(®
methyltetrahydrovariolin BTetrahedron1994 50, 3993-4000.

226 jJeanty M., Blu J., Suzenet F., Guillaumet G.: Bgsis of 4- and 6-Azaindoles via the Fischer Reacti
Org.Lett, 2009 11, 5142-45.

#27'50ng J.J., Reeves J.T., Gallou F., Tan Z., Yee.,NSénanayake C.H.: Organometallic methods for the
synthesis and functionalization of azaindofésem. Soc. Rex2007, 36, 1120-32.

228 popowycz F., Mérour J.Y., Joseph B.: Synthesisraadtivity of 4-, 5-, 6-azaindole$etrahedron2007, 63,
8689-8707.

229 popowycz F., Routier S., Joseph B., Mérour J-yntlesis and reactivity of 7-azaindole(1H-pyrrol&f2
b]pyridine). Tetrahedron2007, 63, 1031-64.

230 3) Adler T.K., Albert A.: Diazaindenes (azaind9lds lonization constants and specttaChem. Soc196Q
1794-7. b) Adler T.K., Albert A.: The biological dmphysical properties of the azaindolésMed. Chem1963
6, 480-3. c) Yakhontov L.N., Porthov M.A., Azimov.A/, Lapan E.l.: Derivatives of azaindoles. XXXII.
Comparative study of azaindole ionization constagtapplying correlatiorzh. Org. Khim, 1969 5, 956-61. d)
Yakhontov L.N., Azimov V.A., Lapan E.l.: Reactivitygf isomeric azaindolesTetrahedron Lett.1969 24,
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de leur basicité, solubilité, répartition des cleasrgstabilité, formes tautomeres. En 1960,
Alder a reporté que les azaindoles sont des masqius basiques et plus solubles dans I'eau
gue l'indole lui-méme et ce diU a la présence d'toma d’'azote sur le cycle benzénique

(Figure 41).
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Figure 41 : Basicité de 'indole et des azaindo1&%

Contrairement a l'indole, les pKas de déprotonaties azaindoles n’ont jamais été
décrits a notre connaissance. La mesure de latda#sctronique sur chague sommet des 4
isomeéres indigue que la partie pyrrolique est pis affectée par I'azote du cycle pyridinique.
Pour les azaindoles comme pour I'indole, le carb@iiereste le site le plus nucléophile et le
C-2 le plus électrophile. Cependant, la réactivitéCe3 est plus faible par rapport a I'indole.
En 1979, Azimov a étudié la vitesse de nitratiorsdmmetC-3 des 4-, 5-, 6- et 7-azaindoles.
Il a montré que le 5-azaindole était le plus rdéastivi dans l'ordre, par les 7-, 4- et 6-
azaindoles. En 1993, Mahadevan a montré que les%4azaindoles sont plus réactifs que les

1909-12. e) Azimov V.A., Prokopov A.A., Zhivotovskal.S., Polievktov M.K.,Yakhontov L.N.: Derivatigeof
azaindoles. 58. Comparative kinetics of the nitratf isomeric 4-, 5-, 6- and 7-azaindolkhim. Getera Soed,
1979 11, 1489-91. f) Catalan J., Mo O., Perez P., YaneA.MTheoretical study of the structure, charge
distribution and gas-phase basicity of azainddletstahedron 1983 39, 2851-6. g) Mahadevan I., Rasmussen
M.: Ambident heterocyclic reactivity: the alkylatiaf pyrrolopyridines (azaindoles, diazaindenegfrdhedron,
1993 49, 33, 7337-52. h) Kereselidze J.A., Pachuliya ZA&tkuya T.Sh., Samsoniya S.A.: Correlations of the
Physicochemical Parameters of Azaindoles with tReiactionsChem Heterocycl Compd, 2006 42, 918-28.
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6- et 5-azaindoles au cours de diverses réacti¢alkylhtion, effectuées en conditions

basiques sur l'azots-1.

VI-2 Synthése du 4-azaindole

Les premiéres voies de synthése développées posirewe le cycle 4-azaindole font
appel aux méthodes traditionnellement utilisées pyréparation des indoles. Il s’agit des
réactions de Reissett: Batcho-Leimgrubef®? Madelung®?® Bartol?** et Gassmaft La
réaction de Madelung a été reportée pour les 3-azindole$?’ Les réactions de Bartoli et
Gassman ont été peu utilisées pour la synthése-azaindole di essentiellement aux
conditions de température drastiques qu'elles msted$s et aux médiocres rendements
obtenus. Les travaux de Wang décrivent la syntliesd@artoli appliguée au 4-azaindole
(Schéma ).%*° Cette synthése consiste & faire réagir un nitneaoétho substitué avec un
bromure de vinyl magnésium a - 78 °C. A partir @@4nitro-pyridine substituée en 4 et/ou 6,
la réaction de Bartoli a conduit aux dérivés 4-adaie substitués en 7 et/ou 5 avec des

rendements moyens compris entre 11 et 50 %.

N 2 MgBr (1M, 3,0-4,0 éq.) RS A
N |
_ -78°Ta-20C, 8h = N

R2

NO
R1
R1

11-50 %
R1 = CH,, OBn, OMe, CI

R2=H,CI

Schéma 1 : Synthese de Bartoli appliquée a la spsthde dérivés 4-azaindoliques

#B13) A. Reissert : Reissert Indole Synthe$&97 Ber., 30, 1030. b) Kermack W.O., Perkin W.H., Robingon
Harmin and harmaline. Part V. The synthesis of aortan.J. Chem. Soc1921, 119 1602-42.

%32 3) Batcho, A. D.; Leimgruber, W. : Indoles fromMV&thylnitrobenzenes by Condensation with Formamide
Acetals followed by Reduction: 4-Benzyloxyindo@rg. Synth.1985 63, 214-20. b) Clark R.D., Repke D.B.:
The Leimgruber-Batcho Indole Synthedieterocycles1984 22, 195-221.

233 3) Madelung W.Ber, 1912 45 1128. b) Houlihan W.J., Parrino V.A., Uike Y.:thiation of N-(2-
alkylphenyl)alkanamides and related compounds. Alifieal Madelung indole synthesi3. Org. Chem.1981,
46, 4511-15.

%4 Bartoli G., Palmieri G., Bosco M., Dalpozzo R.:€Tteaction of vinyl grignard reagents with 2-suinstid
nitroarenes: A new approach to the synthesis afbstiuted indolesTetrahedron Lett.1989 30, 2129-32.

2% Gassman P.G., Gruetzmacher G., van Bergen T.der@eMethod for the Synthesis of Indol@sAm. Chem.
Soc, 1973 95, 6508.

%% 7hang Z., Yang Z., Meanwell N.A., Kadow J.F., WahgA General Method for the Preparation of 4- &nd
Azaindoles.J. Org. Chem.2002 67, 2345-47.
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Les travaux de Wood ont appliqué la synthése desi@as pour les 4-, 6- et 7-
azaindole$®” Cette voie de synthése en one-pot a permis d'accé@ddes 4-azaindoles
fonctionnalisés en 2 par un groupement méthyleneB epar un méthylsulfure avec des

rendements compris entre 25 et 70S6heéma 2.

N z
/ -
NH, -78 %, 10-15 min = N/CI ~78C, 90 min P N/S\/U\

H

R=Cl, CF; H 3) NEtS\(l,O éq.)
-78 Cata.
R N et s/ réarrangement de R N
- Sommelet-Hauser
Z N | ¥ N/S\)J\
H P~ (0] ™ + 2

NH
2
25-70 %

Schéma 2 : Réaction de Gassman appliquée a la Ssrtde dérivés 4-azaindoliques

Les réactions apparentées aux synthéses de Rais®atcho-Leimgruber sont les 2
plus décrites pour la synthese du 4-azaindole. r€astions furent ensuite modernisées a
partir des années 80 avec l'apparition des réagtiftncouplages catalysés au palladium qui
ont permis l'accés au 4-azaindole dans des conditiplus douces. Une autre réaction
largement utilisée pour la synthése des hétérogymidstitués, dont le 4-azaindole, est la
substitution nucléophile indirecte (vicarious nuwgkilic substitution ou VNSJ*® Seront
décrites ci-dessous les principales réactions aqui&é utilisées pour la synthése du 4-
azaindole. Ces réactions sont en général repriseadiorées pour la synthése de 4-azaindole
substitué$?’?*® La plupart des méthodes utilisent comme produitddpart une pyridine

disubstituée en position 3 et 2 pour le 4-azaindole

La cyclisation de type Reiss€B8chéma 3. La premiére synthese de type Reissert

envisagée pour le 4-azaindole fut réalisée pardfoRtet al.en 1981 a partir de la 3-amino-
2-chloro-pyridine(1).%*

%7 Debenham S.D., Chan A., Kun L., Price K., Wood H# Convenient One-Pot Synthesis of 4-, 6-, and 7-
azaindoles from aminopyridinebetrahedron Lett.2005 46, 2283-85.
238 Makosza M.: Vicarious Nucleophilic Substitutiontdfdrogen in the Chemistry of Heterocyclic Composind
Synthesis199] 2, 103-11.
% Fontan R., Galvez C., Viladoms P.: SRN1 reacBynthetic application to 4-azaindoléteterocycles1981,
16, 1473-4.
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CH,CHO
AN tBUOK AN H Ny \
| | 3o — &)
Z >\, B0 ZSNH, Z N
2 .33 T NH,Lig. o %H
hu
1)H
Ny - OEt H,PdiC
| = Pd(Ph3)2C| EvoH
O, 2) EtONa/ EtOH Hz EtOH
32% 80 % 56 9%
Ne__Cl
OEt
o Bu Sn X H, ~_OEt Hcj \
= ®
NO, Pd(Phy),Cl, NO, Ni Raney - Veon N
Et,NCIl, MeCN 96 % MeOH 2 68 %

80 %
Schéma 3 : Cyclisation de type Reissert

L’atome de chlore est substitué par un énolate fauicyclisation est effectuée sous
irradiation. Sakamoto T. effectua une réaction dedgashird® avec le TMS acétyléne sur la
2-chloro-3-nitropyridin€**2*? Aprés déprotection et addition d’éthanol sur laler liaison
l'acétal est obtenu (32 %R) La réduction du groupement nitro en amine swiwin
traitement acide conduit au 4-azaindole.

Les auteurs ont ensuite amélioré le rendemerd gecimiére étape (96 %) en réalisant
un couplage pallado-catalysé de Stfifeavec un éthoxy-vinyl-tributyl étain3). Le
groupement éthoxy-vinyl est équivalent a un aldéhpdotégé. Les étapes suivantes sont
équivalentes a la voi€2). D’autres méthodologies utilisant un couplage d&dgashira
pallado-catalysé pour la synthése des intermédigBramino-2-alkylnyl-pyridines ont été
reprises plus récemment par CaccBcliéma 4 (1) et Davies $chéma 4 (2) pour la

synthése de dérivés 4-azaindoles substitués etigmo§l-2 et/ou C-3.2**?*° Encore plus

240 5onogashira K., Tohda Y., Hagihara N.: A Conveni@ynthesis of Acetylenes: Catalytic Substitutiaris
Acetylenic Hydrogen with Bromoalkenes, lodoarened BromopyridinesTetrahedron Letf.1975 16, 4467—
70.

241 sakamoto T., Kondo Y., Yamanaka H.: Condensedatematic ring systems. VI. Synthesis of indoled a
pyrrolopyridines from o-nitroarylacetylengShem. Pharm. Bull1986 34, 2362-8.

“2 Sakamoto T., Satoh C., Kondo Y., Hiroshi Y.: Comsksd heteroaromatic ring systems. XXII. Simple and
general synthesis of 1H-pyrrolopyridinéteterocycles1992 34, 2379-84.

#3 Milstein D., Stille J.K.: A general, selective,dafacile method for ketone synthesis from acid GHks and
organotin compounds catalyzed by palladidmAm. Chem. Sqdl 978 100, 3636—38.

244 Cacchi S., Fabrizi G., Parisi L.M.: The Aminopd#gion-Reductive Elimination Process as a Tooltfar
Solution-Phase Synthesis of 2,3-Disubstituted Adalie Libraries.J. Comb. Chem2005 7, 510-12.

245 McLaughlin M., Palucki M., Davies I.W.: EfficierAccess to Azaindoles and Indolé3rg. Lett, 2006 8,
3307-10.
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récemment, I'équipe de Simon a reporté une voisyt¢hese permettant d'accéder a des 5-
amido-2-méthyl-4-azaindol&¢théma 4 (3).%*°

// Ar

N N
N . .
‘ + Ar—X Pd(PPh,), (0,05 éq.), Cs,CO, (3,0 éq.) ‘ N W
= =
NHCOCF, MeCN, 100 T H
X =1, Br, OTf 38-96 %
1) H——=—"R2 (1,1 éq.), Pd (OAc), (0,02 éq.), dppf (0,04 éq.) N
Ne_-Cl K,CO, (3,0 éq.), MeCN, 80 C, 16 h | D )
| R 2) tBUOK, t.a. N
N R1
L 83-90 %
R1 = benzyle, cyclopentyle, cyclohexyle, pipéridinyle
R2 = phényle, butyle, cyclohexényle
o] H (1,0 éq.), o] O
~ N _Cl Pd(PPh),Cl, (0,05 éq.), = ) N
N g ~ Cul (0,2 éq.) ™™
T | Cul (0,05 éq.) | "\l | TN ®)
= =
N
NH,  EtN, 80T, 165h NH, DMF, 110, 2h ‘
Cl cl 63 % H

Schéma 4 : Utilisation plus récentes de la réactide Sonogashira pour la synthése de
dérivés 4-azaindoles substitués

D’autres réactions pallado-catalysées ont étésaéB pour la construction du cycle 4-
azaindole telles que la réaction de Heck et I'lv&@nélation de Larock.
- La réaction de Heck Une autre réaction pallado-catalysée, la réactiorHdckK*’ a été
utilisée pour construire le noyau 4-azaindole &ipde la 3-amino-pyridine halogénée en
2248249250 5 fonction amine réagit avec une cétone pour éorume énamine. La réaction de
Heck se fait selon un mécanisme intramoléculaiteediénamine et le groupement halogéne
en 2 Schéma 9. Cette réaction n'est cependant pas généralisaldeites les cétones. Les

meilleurs résultats sont obtenus aveatasto-acides et les cétones aliphatiques cycliques.

24 palmer A.M., Miinch G., Brehm C., Zimmermann FBiihr W., Feth M.P., Simon W.A.: 5-Substituted 1H-
pyrrolo[3,2-b]pyridines as inhibitors of gastrid@secretionBioorg. Med. Chem2008 16, 1511-30.

%7 Heck R.F., Nolley J.P.: Palladium-catalyzed vioyiydrogen substitution reactions with aryl, benzyid
styryl halides,J. Org. Chem.1972 37, 2320-22.

248 Nazaré M., Schneider C., Lindenschmidt A., WillMD: A Flexible, Palladium-Catalyzed Indole and
Azaindole Synthesis by Direct Annulation of Chlandmes and Chloroaminopyridines with Ketonésigew.
Chem. Int. EJ.2004 43, 4526-28.

249 | achance N., April M., Joly M.A.: Rapid and Effigit Microwave-Assisted Synthesis of 4-, 5-, 6- &nd
Azaindoles Synthesis2005 15, 2571-77.

%0 Trejo A., Arzeno H., Browner M., Chanda S., Ché&gComer D.D., Dalrymple S.A., Dunten P., Lafargue
J., Lovejoy B., Freire-Moar J., Lim J., Mcintosh Miller J., Papp E., Reuter D., Roberts R., Satpdb,
Saunders J., Song K., Villasenor A., Warren S.DeJolW M., Weller P., Whiteley P.E., Zeng L., Goldst®.M.:
Design and synthesis of 4-azaindoles as inhib@mE38 MAP kinaselJ. Med. Chem2003 46, 4702-13.
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R4
R1_ _N._ _Cl
| N R4 [Pd (tBu,P),), K,PO, RNy N
_— + R3
NH, 07 R3 HOAc, MgSO, _— N
DMA 90 - 140 T, 2-21 h
R2 IS
o)
R1_ _N
N N o)
Cl N AN
‘ N HN | | P A\
_ N O—R3
N
Z N H H
H cl R2
57 % 46 % R1=CI,R2=CF,; R3=H:71%

R1=CF;, R2=H,R3=H: 97 %
R1=ClI,R2=H, R3=NEt,: 71 %

Schéma 5: Réaction de Heck appliquée a la synthé&ke dérivés 4-azaindoliques
substitué$®

- L’hétéroannélation d’alcynes internesest une réaction pallado-catalysée décrite
initialement par Larock en 1991 pour la synthésel'idelole.*! Elle fut ensuite utilisée
surtout pour la synthése des 5-, 6- et 7-azaindoidSette réaction permet d'accéder a des
azaindoles substitués en 2 et 3. Elle a été récamappliquée a la synthése du 4-azaindole

(Schéma .23
NC N |

~N
NC_ _N |
| = I AG,SO,  NC Ny ! dihydropyrane, MgBr, Pz
NH
Z S \H | = THF
2 EtOH, rt. NH,
0,
79 % [e) 100°%
F — E] Na,CO,, LiCl,
F@—TES Pd(dppf)Cl,
DMF, 110 €
NC. Ny, IPy,BF,, TfOH
N g NC._ N
SiEt, AN N\
Z N DCE, 83 T SiEt,
H Z =N
48-66 % L H _

Schéma 6 : Hétéroannélation d’alcynes internes dgéd Larock pour la synthése de 4-
azaindole-2, 3 disubstiti&®

! Larock R.C., Yum E.K.: Synthesis Of Indoles Viall®dium-Catalyzed Heteroannulation Of Internal
Alkynes.J. Am. Chem. Sqd 991, 113 6689-90.
%2 3) Wensbo D., Eriksson A., Jeschke T., Anny Ugrwitz S., Cohen L.A.Palladium-catalysed synthesis
of heterocondensed pyrrolégetrahedron Letf.1993 34, 2823-26. b) Park S.S., Choi J.K., Yum E.K., HED.
A facile synthesis of 2,3-disubstituted pyrrolofhpyridines via palladium-catalyzed heteroannolativith
internal alkynesTetrahedron Lett.1998 39, 627-30.
%3 Koolman H., Heinrich T., Béttcher H., Rautenberg,VReggelin M.: Syntheses of novel 2,3-diaryl-
substituted 5-cyano-4-azaindoles exhibiting c-Mibition activity.Bioorg. Med. Chem. Let2009 19, 1879—
82.
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La réaction de Batcho-LeimgrubefC’est 'une des réactions les plus utiliséesrpou

produire des indoles a partiraitho-nitrotoluénes. Cette réaction a été initialemefuride par
Azimov en 1977 a partir de la 2-méthyl-3-nitro-mlmie (nitro picoline) pour accéder en 2
étapes au 4-azaindole avec de trés bons rende(Semsma 7.2°* Elle fut ensuite appliquée

a la synthése des 5-, 6- et 7- azaindole<Cette réaction est encore largement utilisée
aujourd’hui pour la synthése du 4-azaindofeLa premiére étape est la formation d’une
enamine en utilisant I8,N-diméthylformamide diméthyle ou diéthyle acétal (BNDMA ou

DMF-DEA). La deuxieme étape est la cyclisation ipgitrogénation catalytique.

N
| AN DMF-DEA Nao X N H, PdC |N\ A
_— —_—
= DMF, 90 T | _ EtOH Z N
NO, NO, N

100 % 100 %

Schéma 7 : Synthése d’Azimov de type Batcho-Leinbgrtr*

En 2006, Zhu a utilisé cette synthése pour accaddes 4-azaindoles substitués en

positon 3 par des groupements acyle, benzyle glea{@chéma §.2°’

Apres la formation de
’énamine, I'électrophile est additionné en présenie la base diisopropyléthylamine. En
général, ils ont obtenus des rendements moyensroaryire 36 et 64 %.

La substitution nucléophile indirecte (VNS)e principe général de cette réaction est

la substitution nucléophile d’un halogene ou unreagtoupe nucléofuge localisé ertho ou
para d’'un nitroaréne. Concernant la synthése du 4-dpden elle a été décrite pour la
premiére fois en 1988 par MakosZa.Cette réaction permet d'obtenir le 4-azaindole
substitué en positio@-5 par un groupement éther qui est en général aupgment méthoxy.

La premiére étape est une réaction de substitutiaéophile de I'hydrogene emrtho du

4 Azimov V.A., Yakhontov L.N.: Synthesis of 4-azadtds.Khim. Geterotsikl. Soedinl977, 1425.

2% Azimov V.A., Prokopov A.A., Zhivotovskaya |.S., Ravktov M.K.Yakhontov L.N.: Derivatives of
azaindoles. 58. Comparative kinetics of the niratf isomeric 4-, 5-, 6- and 7-azaindol&him. Geterotsikl.
Soedin. 1979 1489-91.

2% 3) Dunn R., Xie W., Tehim A.: 3’ Substituted Corapds Having 5-HZ Receptor Affinity. PCT Pat. Appl.
WO 20090238442009 b) Giordanetto F., Karlsson O., Lindberg J., karsL.O., Linusson A., Evertsson E.,
Morgan D.G., Inghardt T.: Discovery of cyclopentaaad cyclohexane-trans-1,3-diamines as potentmimela
concentrating hormone receptor 1 antagonBisorg. Med. Chem. Left2007, 17, 4232-41. c) Cash M.T.,
Schreiner P.R., Robert S.: Excited state tautoratoiz of azaindoleOrg. Biomol. Chem2005 3, 3701-06. d)
Sloan M.J., Phillips R.S.: Enzymic synthesis of-bzayptophans: the preparation of 5- and 6-azayptophan.
Bioorg. Med. Chem. Left1992 2, 1053-6.

%7 Zhu J., Wong H., Zhang, Zhongxing Y., Zhiwei M.jcNolas A., Kadow J.F., Wang T.: An effective
procedure for the preparation of 3-substituted+46-azaindoles fronertho-methyl nitro pyridinesTetrahedron
Lett, 2006 47, 5653-56.

%8 Makosza M., Danikiewicz W., Wojciechowski K.: Sitapand general synthesis of hydroxy-and
methoxyindoles via vicarious nucleophilic substdntof hydrogenLiebigs Ann. Chem1988 3, 203-8.
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groupement nitro de la 2-méthoxy-5-nitropyridineeay’anion dérivé du 4-chlorophénoxy-
aceétonitrile. Le composé (6-méthoxy-3-nitropyridind)acétonitrile est obtenu avec un bon
rendement de 86 %. La deuxiéme étape est la cljalispar hydrogénation catalytique pour
donner le 5-méthoxy-4-azaindole avec un rendeme7d% Schéma 9.2°° Cette réaction a

été décrite dans d’autres nombreux traviiix.

O_
\N—< N IL T |
NS .
| AN / o— | X ™ | E*, dioxane, IPr,NEt Noo XN
/
“Sno, 15T NO, 115, 14 h Z o
2

E* = bromure de 4-phényl-benzyle, -bromostyrene, chlorure de benzoyle
Fe, HCI 1N/MeOH/dioxane

O :
O j E
N N N
AN N N

N Z N N /H

Schéma 8 : Application de la réaction de Batcho-irgjruber pour la synthése de dérivés 4-
azaindole substitués erf3

Oo. _N o@oomtm (1.1eq) (l) N |

» T\rm Sl S A\
P ,

NO.  BUOK (2,2 éq.) “no, EtOH m

2 3h, -10C, THF anhydre
57 %

Iz

86 %

Schéma 9 : Substitution nucléophile indirecte (VNS&lon Makosza pour la synthése du 5-
méthoxy-4-azaindofe®

29 papageorgiou C., Camenisch G., Borer X.: Cell Rability as a Parameter for Lead Generation in the
Protein Tyrosine Kinase Inhibition FielBioorg. Med. Chem. Let200], 11, 1549-52.
20 3) Yamawaki K., Nomura T., Yasukata T., Uotani Miwa H., Takeda K., Nishitania Y.: A novel seriek
parenteral cephalosporins exhibiting potent adtisingainst Pseudomonas aeruginosa and other Gagatire
pathogens: Synthesis and structure—activity redatigps.Bioorg. Med. Chem 2007, 15, 6716—-32. b) Larraya
C., Guillard J., Renard P., Audinot V., Boutin J.ARelagrange P., Bennejean C., Viaud-Massuard M.C.:
Preparation of 4-azaindole and 7-azaindole dimetts avbisalkoxyalkyl spacer in order to preferelhigarget
melatonin MT1 receptors over melatonin MT2 receptBur. J. Med. Chem2004 39, 515-26. c) Van de Poél
H., Guillaumet G., Viaud-Massuard M.C.: Synthesis 607,8,9-tetrahydropyrido[2,3-blindolizine and 3,4
dihydro-2H-pyrido[2',3":4,5]pyrrolo[2,1-b][1,3]oxare derivatives as new melatonin receptor ligands.
Tetrahedron Letf. 2002 43, 1205-08. d) Mazéas D., Guillaumet G., Viaud M.Gynthesis of New
Melatoninergic Ligands Including Azaindole Moietyeterocycles1999 50, 1065-80. e) Macor J.E., Burkhart
C.A., Heym J.H., Ives J.L., Lebel L.A., Newman M.Blielsen J.A., Ryan K., Schulz D.W., Torgersen L.K
Koe B.K.: 3-(1,2,5,6-Tetrahydropyrid-4-yl)pyrrolgBb]pyrid-5-one: a potent and selective serotqGiHiT1B)
agonist and rotationally restricted phenolic anato@f 5-methoxy-3-(1,2,5,6-tetrahydropyrid-4-yl)ate. J.
Med. Chem.1990Q 33, 2087-93. f) Macor J.E., Newman M.E.: The SynthediRotationally Restricted Phenolic
Analog of 5-Methoxy-3-(1,2,5,6-Tetrahydropyrid-4ipdole (RU-24,969)Heterocycles199Q 31, 805-09.
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Balayant les idées recues, I'équipe de Franck i&iza I'lCOA, a montré qu’il était
possible de contruire le noyau 4-azaindele une réaction de Fischer a partir de la 6-

méthoxypyridin-3-ylhydrazine avec de bons rendeséthéma 10.%2°

R1
| )\/RZ | r2
O~ Ny o O Ny, §
\ P | R1
NHNH, = N

H,SO, aq. 4 % wt,

100 C 40-80 %
<‘3 N \ <‘3 N
X
‘ \ ‘ N\ ‘ N\ ‘ = AN
=
N A\ Z~N
H Z~N ‘ A\ H
45 % 80 % 700 H 45 %
(‘) N 8 | OH
o N
AN
Db B
Z N N
H H
46 % 40 %

Schéma 10 : Réaction de Fischer appliquée a la bgise de dérivés 4-azaindoliques

VI-3 Fonctionnalisation du 4-azaindole

La plupart des réactions utilisées par la fonctadisation des azaindoles fait appel a la
chimie organométallique telles que les réactiondittimtion?*’?*®de couplage catalysé au
palladium (Suzuki, Stille) et les échanges halogegeal. Les principaux sites de
fonctionnalisation du 4-azaindole sont I'azote e(N1l), les sommets 25(2), 3 C-3) et 5
(C-5).

Fonctionnalisation dil-1 : Il s’agit essentiellement de réactions d’alkigaten milieu
basique (NaH)$chéma 1.2

O/ O/
\ o N NaH (1,1 éq.)
\Si/\/ S\ ~Lo~_© N\
| | i D
= N @ (1,5 éq.) Z N
Br
THF, ta., 18 h 79 %

Schéma 11 : Exemple de fonctionnalisation en N-1 mloyau 4-azaindof*

#lyvan de Poél H., Guillaumet G., Viaud-Massuard MSynthesis of 6,7,8,9-tetrahydropyrido[2jBadolizine
and 3,4-dihydro-2H-pyrido[2',3":.4,5]pyrrolo[2][1,3]oxazine derivatives as new melatonin recepigands.
Tetrahedron Lett.2002 43, 1205-08.
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Fonctionnalisation diC-2 : La fonctionnalisation du somme€:2 a été initialement

décrite a partir du 5-azaindoM-protégé en présence de bases fortes lithiBekéfna 12

263 at |le 4-azaindole

(1)).°? La méthodologie a ensuite été reprise pour leafrdple (2)
(3).%%* Cette méthode permet d'introduire €2 un groupe partant tel qu’un atome d'iode,

des groupements tributylétain ou triméthylsilyle gaurront étre engagés dans des réactions
de couplages pallocatalysés afin de créer unetiatarbone-carbone. Cette méthodologie a

notamment été décrite pour le$%-et 7-azaindole&®

N SN LDA, TMEDA N N Er N SN
~ =
N THF, 20T N Z N

‘ |
SO,Ph SO,Ph SO,Ph

E = COMe (70 %), Et (21 %), COOH (80 %), Si(CH,), (82,5 %),
CO,Et (72,5 %), CHO (52 %), CH(OH)CH, (48 %),
C(CH,)(OH)Ph (69 %), COPh (47 %)

E+
D Pkl | ST [ g, o NP
| ~ _
5 N N N

N~ N THF, -20 T N \ )
SO,Ph SO,Ph SO,Ph
E = CH, (94 %), COOH (60 %), Si(CH,); (69 %),
CHO (33 %), Sn(CH,), (69 %)
RL  R2
o R4 R3
| | £ R3S R2
N DN - Cl R5
‘ ~ \ LDA ‘ \ Li R5 R4 N\ @)
N Z N \ N R1
| THF,0 T P
$0,Ph SO,Ph N i o
14 SOP

1:R1=OMe (44 %), 2 : R2 = OMe (66 %), 3: R1=R5 =
OMe (14 %), 4 : R2 = R3 = R4 = OMe (73 %)

Schéma 12 : Fonctionnalisation en C-2 des dérivés et 4-azaindol&82-2%4

%2 pormoy J.R., Alain Heymes A.: Synthese industeielh serie ellipticine. | : Elaboration d'une ndleveoie
d'accés aux8-pyrido[4,3b]carbazoles et analogues: A. Synthése et étud@réesrseursTetrahedron 1993
49, 2885-2914.
%3 Desarbre E., Coudret S., Meheust C., Mérour Jynthesis of 2-Substituted4ipyrrolo[2,3b]pyridines:
Preparation of 7-azaolivacine analogue and 7-ambpgridopyrimidine derivativesTetrahedron 1997 53,
3637-48.
%4 Mahboobi S., Pongratz H., Hufsky H., HockemeyeiFdieser M., Lyssenko A., Paper D.H., Biirgermeiste
J., Béhmer F.D., Fiebig H.H., Burger A.M., BaasBerBeckers T.: Synthetic 2-aroylindole derivatiassa hew
class of potent tubulin-inhibitory, antimitotic age.J Med Chem.2001, 44, 4535-53.
%5 Chi S.M., Choi J.K., Yum E.K., Chi D.Y.: Palladivcatalyzed functionalization of 5- and 7-azaindoles
Tetrahedron Lett.200Q 41, 919-22.
2% Benoit J., Da Costa H., Mérour J.Y.: Synthesi®wrfdo[2,3b]indole Derivatives via Diels—Alder Reactions
of 2- and 3-Vinylpyrrolo[2,3®]pyridines.Tetrahedron200Q 56, 3189-96.
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Fonctionnalisation d&-3: La plupart des réactions utilisées pour fonctadiser les

indoles donnent des rendements inférieurs pourdeaihdole a I'exception de la réaction
d’halogénation (jodation ou bromation) qui donnetmds bons rendemerft€. A ce jour, ont
été reportés quelques exemples d’acylations deldiri@rafts**® des réactions de Manniéfr,
des nitrationg’° formylations?>’* des condensations avec des pipériddAes des additions
daryle disulfure’’”®> Récemment, une nouvelle méthode a été reportéelpaynthése de
dérivés 4-azaindoles substitués en 3 de facon & des analogues du tryptophane et de la
mélatonine’’

Les 3-iodo- ou 3-bromo- 4-azaindoles peuvent sdbinx types de réactions : des

1>3%%ou des réactions d’échange halogéne-métal

réactions pallado-catalysé€k) d'une pa
(2) d’autre part $chéma 132" Dans le cas de I'’échange halogéne-métal décritémuipe

de Grob, 'atome de brome est remplacé par un gmoept tributyle étain en présencerde

%7 3) lodation : Papageorgiou C., Camenisch G., Bére€ell Permeability as a Parameter for Lead Gatien

in the Protein Tyrosine Kinase Inhibition FieBioorg. Med. Chem. Left2001, 11, 1549-52. b) Bromation :
Gallou F., Reeves J.T., Zhulin T., Song J.J., Ydé€ NHarcken C., Pingrong L., Thomson D., Senanay@i.:
Practical Regioselective Bromination of Azaindadesl DiazaindolesSynlett 2007, 2, 211-4.

%8 7Zhang Z., Yang Z., Wang T.J.: Synthesis of C3-8ulisd 4-azaindoles: An Easy Acess to 4-Azamelaton
and Protected 4-Azatryptophah.Org. Chem.2002 67, 6226-27.

29 yakhontov L.N., Azimov V.A.: The Synthesis of 3i&iituted 4-Azaindoleskhim. Geterotsikl. Soedin.
1970 6, 32-36.

270 3) Azimov V.A., Prokopov A.A., Zhivotovskaya |I.SRolievktov M.K., Yakhontov L.N.: Derivatives of
azaindoles. 58. Comparative kinetics of the niratf isomeric 4-, 5-, 6- and 7-azaindol&him. Geterotsikl.
Soedin, 1979 1489-91.b) Dunn R., Xie W., Tehim A.: 3' Substituted Compoundaving 5-HTs Receptor
Affinity. PCT Pat. Appl.WO 2009023844009

271 3) Mazéas D., Guillaumet G., Viaud M.C.: Synthesfil?New Melatoninergic Ligands Including Azaindole
Moiety. Heterocycles1999 50, 1065-80. b) Van de Poél H., Guillaumet G., Vidddssuard M.C.: Synthesis of
6,7,8,9-tetrahydropyrido[2,B}indolizine and 3,4-dihydro-2H-pyrido[2',3":4,5]pwto[2,1b][1,3]oxazine
derivatives as new melatonin receptor ligafidstrahedron Lett.2002 43, 1205-08. c) Larraya C., Guillard J.,
Renard P., Audinot V., Boutin J.A., Delagrange Bennejean C., Viaud-Massuard M.C.: Preparation -of 4
azaindole and 7-azaindole dimers with a bisalkdsgladpacer in order to preferentially target metéoMT1
receptors over melatonin MT2 receptdgsr. J. Med. Chem2004 39, 515-26.

272 3) Macor J. E., Newman M.E.: The Synthesis of Rmtally Restricted Phenolic Analog of 5-Methoxy-3-
(1,2,5,6-Tetrahydropyrid-4-yl)indole (RU-24,96%)eterocycles199Q 31, 805-09. b) Filla S.A., Mathes B.M.,
Johnson K.W., Phebus L.A., Cohen M.L., Nelson D4agombick J.M., Erickson J.A., Schenck K.W., Waintsc
D.B., Branchek T.A., Schaus J.M.: Novel potent 5¢(tH) receptor agonists: structure-activity studita series
of substituted N-[3-(1-methyl-4-piperidinyl)Htpyrrolo[3,2b]pyridin-5-yllamides.J. Med. Chem.2003 46,
3060-71.

213 3) Ahmed M., Briggs M.A., Bromidge S.M., Buck Tampbell L., Deeks N.J., Garner A., Gordon L.,
Hamprecht D.W., Holland V., Johnson C.N., MedhudD., Mitchell D.J., Moss S.F., Powles J., Seal.J.T
Stean T.0., Stemp G., Thompson M., Trail B., Uptdbh, Winborn K., Witty D.R.: Bicyclic
heteroarylpiperazines as selective brain penefdt#i6 receptor antagonists. Bioorg. Med. Chem. . 2805,
15, 4867. b) Porter J., Lumb S., Franklin R.J., Gassonorte J.M., Calmiano M., Riche K.L., LallemaBd
Keyaerts J., Edwards H., Maloney A., Delgado JngKL., Foley A., Lecomte F., Reuberson J., Meier C.
Batchelor M.: Discovery of 4-azaindoles as novdiiiitors of c-Met kinaseBioorg. Med. Chem. Lett2009

19, 2780-84.

274 Jeanty M., Suzenet F., Guillaumet G.: SynthesisC8fsubstituted 4-azaindoles: an easy access to 4-
azamelatonin and protected 4-azatryptopla@rg. Chem.2008 73, 7390-3.

2> Kelly T.A., McNeil D.W., Rose J.M., David E., Shih C,kGrob P.M.: Novel Non-Nucleoside Inhibitors of Human
Immunodeficiency Virus Type 1 Reverse Transcript&se-Indol-3-yl- and 2-Azaindol-3-yldipyridodiazemines.J.
Med. Chem.1997, 40, 2430-33.
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Buli et TMEDA afin de réaliser des couplages ddle&stCependant, le dérivé stannylé en 3 fut

obtenu avec un rendement médiocre de 18 %.

o—
acide 4-méthoxy-phényle
Rom NIS (1,1 ¢éq.) RO | AN A\ boronique, PdCl,(dppf)
= N THFta, 2h Z>N 2N Na,CO,, EtOH, RO Ny @)
97 % H reflux 3h | A\
. = N
R = (CH,),Si(CH,), N
71%
Br
N 1) n-BuLi, TMEDA, SnBu,
| AN \ 1) Bz CCly, i-Pr,NEL 0 C | S\ THF, - 78 T, 15 min Ny, N
= | 2)
Z N 2)Boc,0, DMAP, dioxane N 2)BuSnCl,-78 T ~N
H BOC é t.a., 2h o I
76 % 18 % Boc

Schéma 13 : Exemples de fonctionnalisation en Ct84tazaindolé>®*"

Fonctionnalisation d€-5 : D’aprés les informations décrites plus haupllgart des

groupements retrouvés en positiérb sont les groupements méthoxy, cyano et chlore qu
sont souvent introduits des la premiere étape dethége du 4-azaindolevia la
fonctionnalisation adéquate en position 6 de lam#apyridine. A partir du synthon 5-
méthoxy-4-azaindole, des dimeéres liés par un espa&oxy ont été synthétisés apres la
déprotection du groupement méthoxy suivi de Galkylation?’® Deux exemples de
fonctionnalisation en positio@-5 a partir du noyau 4-azaindol-protégé ont été décrits
(Schéma 13. Le premier a été reporté en 1992 par Macor eisiste a introduire un
groupement cyanwia la formation d’'unN-oxyde sur l'azote pyridinique a partir du 4-
azaindole N-protégé par un groupement carbamate®( Le deuxiéme exemple a été
récemment décrit dans un brevet et consiste aahlarposition 5 via la formation d’uN-
oxyde sur I'azote pyridinique a partir du 4-azailedN-protégé par un groupement tosyle

(2).?"® Les rendements de cyanation ou chloration sorgrmamt moyens, inférieurs & 50 %.

278 | arraya C., Guillard J., Viaud-Massuard Mgt.al: Preparation of 4-azaindole and 7-azaindole diméits
a bisalkoxyalkyl spacer in order to preferentiallyget melatonin MT1 receptors over melatonin M&Reptors.
Eur. J. Med. Chem2004 39, 515-26.

2" Macor J.E., Post R., Ryan K.: A Synthesis of Se@aamidopyrrolo[3,2-b]pyridinel. Heterocycl. Chem.
1992 29, 1465-7.

28 Dunn R., Xie W., Tehim Aet al: 3’ Substituted Compounds Having 5-HReceptor Affinity. PCT Pat.
Appl. WO 2009023844009
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?

1) NaH m mcPBA N TMS-CN NS
@ _
2) CICO,ET
. a2% Q
98 % 79%
KOH/ tBUOH
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N
H

79 %

m TosylICl mCPBA
N N (C1,0),CO

H

N

cl NaOMe, MeOH

@

\
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100 %

Schéma 14 : Exemple de fonctionnalisation du somr@eb du noyau 4-azaindofé’%"®

Fonctionnalisation duC-7: Un exemple récent tiré dun brevet, décrit la

fonctionnalisation en positio@-7 par un groupement méthoxy ou chleia la formation
d’'un N-oxyde sur I'azote pyridinique a partir du 4-azailedcette fois-ci non protégé éhl
(Schéma 1528

¢ N
N X X
| S| MCPBA N N\ Pock | P D NaoMe || A\
N ————— =
= N = N H H
H H Cl _0
100 % 88 %

55 %

Schéma 15 : Exemple de fonctionnalisation du somr@mlu noyau 4-azaindofé®
VI-4 Propriétés biologiques des dérivés 4-azaindojiues
Concernant les applications biologiques du 4-aitdéy de nombreux brevets et

publications ont été décrits dans la littératurFlgure 42illustre quelques exemples. Parmi
les applications les plus récentes, le 4-azaindstauitilisé en tant qu’inhibiteur de protéines
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kinases : p381),>° GSK-3P (2),>”° c-Met @),%*° (4) :***ligands des récepteurs a la sérotonine
5-HT : (5),%* (6),%’® et antibactérient).?®

F
N\
| A\
7N
N § _ 0=S=0
| \ N NO
= N / 2 2
H 3
1 (\N
IC,, p38 = 6 NM N;/ IC., GSK-3B = 140 nM IC, c-Met = 20 nM
/ N
cl N ()
F N
H
NC|N\\ _ H N\\ |N\\
N
= N W o | Z N 7 N
4 5 H __0 0=s=0
_ Ki 5-HT-1F = 7,6 nM
ICso C-Met =40 nM Ki 5-HT-1A = 56 nM .
~ com Ki 5-HT-1B = 1200 nM
,,,,, ( =
o
N
\ H
N N S = |
VAR
.
>7N le} 5 N~ N~ N/\/\
H,N co, = N—
7 H

ICg, H. influenza = 0,031 pg/mL

Figure 42 : Applications biologiques du 4-azaindal€l), inhibiteur de la kinase p38 ; (2)
inhibiteur de la kinase GSK-B; (3) et (4), inhibiteur du RTK c-Met ; (5) et (d)gands des
récepteurs 5-HT ; (7) antibactérien

2% Ye Q., Xu G., Lv D., Cheng Z., Li J., Hu Y.: Syetiis and biological evaluation of novel 4-azaintioly
indolyl-maleimides as glycogen synthase kinaBg@SK-3) inhibitors. Bioorg. Med. Chem2009 17, 4302-
12.

#0porter J., Lumb S., Franklin R.J., Gascon-Simaft&, Calmiano M., Riche K.L., Lallemand B., Keyesed.,
Edwards H., Maloney A., Delgado J., King L., Folady Lecomte F., Reuberson J., Meier C., Batchelor M
Discovery of 4-azaindoles as novel inhibitors dflet kinaseBioorg. Med. Chem. Let2009 19, 2780-84.

%L Filla S.A., Mathes B.M., Johnson K.W., Phebus |@ohen M.L., Nelson D.L., Zgombick J.M., Erickson
J.A., Schenck K.W., Wainscott D.B., Branchek T.8chaus J.M. Novel potent 5-HT(1F) receptor agonists:
structure-activity studies of a series of subsiduN-[3-(1-methyl-4-piperidinyl)-H-pyrrolo[3,2b]pyridin-5-
yllamides.J. Med. Chem2003 46, 3060-71.

282 Yamawaki K., Nomura T., Yasukata T., Uotani K.,wdi H., Takeda K., Nishitani Y.: A novel series of
parenteral cephalosporins exhibiting potent adtisingainst Pseudomonas aeruginosa and other Gagatire
pathogens: Synthesis and structure—activity relatigps.Bioorg. Med. Chem2007, 15, 6716-32.
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VII/ Vers les mimes topologiques de l'interaction Rf/PEBP

L’'une des stratégies possibles pour inhiber Radisde mimer I'action de son seul
inhibiteur naturel connu a ce jour, la protéine PEBhosphatidylethanolamine binding
protein) qui est aussi appelée RKIP (Raf-kinasebitdr protein). La PEBP/RKIP est un
modéle intéressant pour deux raisons principaledune part, elle inhibe la voie
Raf/MEK/ERK et d’autre part, elle joue un role inmfamt contre I'évolution des cancers.
Dans les cellules tumorales la PEBP agit commeuppresseur de métastases en s’opposant
a leur développement de telle sorte que la dinonutiu taux d’expression de la PEBP dans
les tumeurs est un facteur de pronostic défavor&aeailleurs, la présence de la PEBP dans
les cellules cancéreuses les sensibilise a la ottiénapie et a 'immunothérapie. La PEBP
apparait donc comme un agent a la fois protectenire le cancer et favorable a la réponse
des cellules tumorales aux traitements anti-cangei€es effets font de la PEBP un modele

qui peut servir de base pour la conception de renuwenédicaments.

VII-1 La famille des PEBPs

La PEBP/RKIP, qui est un suppresseur de métastaszs’homme, appartient a une
vaste famille de protéines qui comprend a ce jows ge 400 membres mis en évidence dans
de nombreuses espéces (bactéries, levures, pamsitblomme et du chien, plantes, insectes,
mammiféresf®® Il s’agit de protéines globulaires dont la mass#éeulaire est d’environ 20-
25 kDa. Dans toutes les espéces, les PEBPs semblemnipliquées dans la morphogénése et
la différenciation cellulaire et tissulaifé® Cependant, & l'intérieur d’'une méme espéce on
rencontre souvent plusieurs isoformes de PEBPsoférimes chez 'lhomme, 5 chez la souris,
6 chez la drosophile, 2 ch& coli), dont on ignore le réle précis a ce jour. Indrakent, la
premiere protéine de cette famille a été purifiépadtir du cerveau de beoeuf, durant sa
purification elle restait associée a des lipidedogénes ce qui a conduit les chercheurs a
mener des études d’interactions avec des ligandiopliobes. La PEBP bovine s’est révélée
capable de lier toute une série d’anions organiqaesi que les phospholipides et

particulierement la phosphatidyléethanolamine, de ¢at elle a été appelée

23 Klysik J., Theroux S.J., Sedivy J.M., Moffit J.Boekelheide K.: Signaling crossroads: The functbiRaf
kinase inhibitory protein in cancer, the centraMvo@is system and reproductia@ell. Signal, 2008 20, 1-9.

24 Schoentgen F., Jollés P.: From structure to fonctpossible biological roles of a new widespreaotgin
family binding hydrophobic ligands and displayingucleotide binding sitd=EBS Lett. 1995 369, 22-6.
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"phosphatidylethanolamine binding protein” (PEBP).?#?%¢La PEBP de cerveau de boeuf
lie également différents nucléotides tels que |eNFdl le GTP mais aussi des protéine€ G,
des dérivés de la morphffieet la locostatiné®® La protéine PEBP intervient dans les phases
terminales de la différenciation cellulaire, en tgatier lors de ['élongation des
oligodendrocytes du cerveau en développement (28 jthez le rafj° et lors de I'élongation
des spermatides’

HO

\
Ho—p=0
0

|
o oA
/\/\ OH . OH
/WV\ZW(O NHZ

GTP OH OH
Locostatine Morphine

Figure 43 : Ligands de la PEBP de bceuf

Un alignement des séquences connues (dont un exeespl montréFigure 44)
indigue la conservation d’'une région centrale dert@éine tandis que les régions N- et C-

2> Bernier 1., Jolles P.: Purification and charaaation of a basic 23 kDa cytosolic protein puriffesin bovine
brain.Biochim. Biophys. Actd 984 790, 174-81.
286 Bernier I., Tresca J.P., Jolles P.: Ligand-bindétgdies with a 23 kDa protein purified from bovibein
cytosol.Biochim. Biophys. Actd 986 871, 19-23.
27 Bucquoy S., Jollés P., Schoentgen F.: Relatiosshgiween molecular interactions (nucleotidesdsipnd
proteins) and structural features of the bovinénb24a-kDa proteinEur. J. Biochem.1994 225, 1203-10.
48 Atmanene C., Laux A., Glattard E., Muller A., Sehtgen F., Metz-Boutigue M.H., Aunis D., Van
Dorsselaer A., Stefano G.B., Sanglier-Cianférani Goumon Y.: Characterization of human and bovine
phosphatidylethanolamine-binding protein (PEBP/RKiferactions with morphine and morphine-glucudas
determined by noncovalent mass spectrométed. Sci. Monit.2009 15, 178-87.
297hu S., Mc Henry K.T., Lane W.S., Fenteany G.:h&mical inhibitor reveals the role of Raf kinashkilitor
protein in cell migrationChem. Biol, 2005 12, 981-91.
2% Roussel G., Nussbaum F., Schoentgen F., JolléNu8sbaum J.L.: Immunological investigation of a 21
Kilodalton cytosolic basic protein in rat braDev. Neuros¢.1988 10, 65-74.
291 Seddigi N., Segretain D., Bucquoy S., Pineau €gpd B., Jollés P., Schoentgen F.: Characterizatizh
localization of the testicular phosphatidylethangilze binding protein in rat, mouse and human testis
Experientia 1996 52, 101-10.
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terminales sont tres divergentes. La séquence osusd-P-D-X-P-X(11)-H-X(28,30)-H-R,

trouvée uniguement dans cette famille de protémesonstitue la signature.

< of > < pfr = < BB = <fl>< 0B = <
Human PVDLSEWSGPLSLOEVDEQPQHPLEVTYAGA. . . AVDELGEVLTPTQVENRPT.S 52
Monkey PVDLSEWSCPLELQEVDEQPQHPLEVTYAGA. . . ALDELGEVLTETQVENRPT.S 51
Cow PVDLSEWSCGPLSLOEVDERPQHPLOVEYGGA. . . EVDELGEVLTPTQVENEPT.S 51
Rat MAADI SQWAGPLSLOEVDEFPQHALRVDYGGV. . . TVDELGEVLTPTQVENRPS.5 52
Dros MELPALHLLFLGYICLARSQDNDENVRREIME..... EMEVIPEIL.DEPFRELLRIKYDNT. .. IDIEECETYTPTELEFQF..R 74
ovle MHCLOVVIAIVLYSFEEISAENANCEECTPMLVDSAFEEEGIVPDV. VSTAPTELVNVSYNN. . . . LTVNLEGNELTPTQVENEPT.E 82
Toxo DEANNCAASINLCONPTFEPLVRDRCQETCGLCAGCEFISSGIVPLY . VISAPSRRVSVTFANN. . . VQVNCENTLTTAQVANQPT. . 120
CEN MAAKVSSDPLVIGRVIGDVVDHFTSTVEMSVIYNSNNS IKHVYNCHELEPSAVTSTEF. . R 58
Plasf MTIPTISELEFDRIIPHVFPNDEIDLNVDLFISFRAGEEVNHGHNVLDIAGTGSVPRNIEFSEEFPPDEYC. 68
YTeast MNOAIDFAQASIDEYEFHGILEDVIHDTEFQPSGILAVEYSESAPVAMGNTLPTEEARSEDPD FQFTFNKQHQKS‘JPO 77
BE= < fpF = < pa < BH = < BT
Human ISWDGLDSGELYTLVLTDFDAFSREDPEYREWHHFLVVHMEGNDISSGTVLSD. @ @ - o v eenenennnan YVESGPPEGTELHRYVW 122
Monkey ISWDGLDSGELYTLVLTDPFDAPSRRKDPEYREWHHFLVVHEMEGNDISSGTVLED . « v v vsvansnsnnnsns YVESGPPECTCLHREYVW 121
Cow ITWDGLDPGELY TLVLTDPDAP SRED PEYREWHHF LV VIMEGNDISSGTVLESD . « v s v e nnnnononnas YVESGPPEGTCLHRYVW 121
Rat ISWDGLDPGELY TLYVLTDFDAP SRKD PEYREWHHF LV VHMEGNDISSGTVLESE. - -« t v e s e eenoas YVESGPPEGTELHRYVW 122
Dros LDWNA . DPESFYTVLMICPDAPNREN PMY RS RLHWLV VI VEPGLDIMEGQPISE. . v s v s anssasanaas YFCGPLPPFDSCGIQRYLI 143
ovle VSWDA . EPGALYTLVMTDPDAPSRENPVFREWHHWLI INISGOQMVSSGTVLED . « vavssnansnsnnnan YIGSGPREGTCLHRYVF 149
ToxC VIWEA. QPNDRYTLIMVDEPDFESAANGOOG O RLEWWV INIPCNNIAGETTLAR. . v s v asanssasanaan FQPSTPAANTCVHREYVF 211
CEN VEVHGGDMRSFFTLIMTDPDVEGPSD PYLREHLHWIVTDIPGTTDSSFGE.EV. . v v csnnnnsnsnnnas VSYEMPRPNIGIHREFVF 126
Plasf ....cecuenan VLFMVDFDYPSRLRPDEREYIHWVV SGIETEELIKGTQFNCVTILP. « v v v v v e v e wm s YVGPSIEKEGTEZLERISF 133
Yeast ANAYVPQDDDLFTLVMTIDPDAPSKTDHEWSEFCHLVECDLELLNEATHETSCATEFFASEFNTEGSNTLIEYMCPAPPEGSCPHREYVF 165
Br = < oC = < [T = aD =
Human LVYEQDRPL.FECDEPILSHRSGDHRGEFEVASFREFYELRAFVAGTCYQAENDDYVPELYEQLSGE 187
Monkey LVYEQARPL.ECDEPILSWNRSGDHRCGEFEVASFREKYELCAPVACACYQAEWDDYVPELYEQLSGE 186
Cow LVYEQEGPL. KCDEPILSHNRSGDHRGEFEVASFREEKYELGAPVAGTCYQAEWDDYVPELYEQLSGE 186
Rat LVYEQEQPL.NCDEPILSNESCDNRCGEFEVESFREFKYHLGAPVACTCFQAEWDD EVPELEDQLACE 187
Dros LVYQQSDEL.DFDEEFMELSHADCGHSNFDVMEFTQEYEMGSPVACGNIFQSEWDEYVPELMETLYGVSE 210
ovlie LVYEQPGSITDTQH. . .. .. . GGNRRNFEVMDFANFHHLGNPVAGNFFQAFHED 199
ToxC LVYRQPAATNSPLLNNLVVQ . DEERPGFCTTAFATQFNLGEPYACNFYRSQA 264
CEN LLFEQFERGQAMLSPP. ... . VWCRDGFNTREFTQENELGLPVAAVFFNCQRETAARRRE 182
Plasf IISLIFKEEDEDNITGLFHYEGEEYITRVEFNNYESVHNIAQINNMEIVGYNWCQIEG 190
Yeast LLY....EQPEGVDSSEFESEIEDRPNWCEYGTPATGVCEEWARENNLOLVASNFFYAETE 221

Structure

Figure 44 : Alignement de séquences homologues dusélection de PEBPs issues de
différentes espéces : homme, singe, boeuf, rat,sdphile, Onchocerca volvulus (parasite
de 'lhomme), Toxocara canis (nématode, parasiteahien), Antirrhinum (protéine CEN),
Plasmodium falciparum et la levure (protéine TFS1).a localisation des structures
secondaires regulieres correspondant a la PEBP/RKIBmaine est indiquée. Sont
représentés : en rouge, les résidus identiques tlaute la famille ; en magenta les résidus
conservés ; en bleu les résidus conservés dansipl6® % de la familfé*

Les structures tridimensionnelles de plusieurs PE®R été déterminées a ce jour, il
s'agit de la PEBP bovin@? de la PEBP humairfé® de la PEBP-2 de soufi¥' d'une
isoforme de PEBP chez la DrosopHile, dune PEBP de levurd® d'une PEBP

22 gerre L., Vallée B., Bureaud N., Schoentgen F.lw&e C.: Crystal structure of the

phosphatidylethanolamine-binding protein from bevbrain: a novel structural class of phospholigidsling
proteins.Structure 1998 6, 1255-65.

293 Banfield M.J., Barker J.J., Perry A.C., Brady REunction from structure ? The crystal structuféiaman
phosphatidylethanolamine- binding protein suggastsle in membrane signal transducti8tructure 199§ 6,
1245-54,

29 Simister P.C., Banfield M.J., Brady R.L.: The ¢aysstructure of PEBP-2, a homologue of the PEBRIRK
family. Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr2002 58, 1077-80.

2% Rautureau G., Vovelle F., JouvensakLal: NMR structure of a Phosphatidyl-ethanolamine BigdProtein
from drosophilaProteins in press

29 Mima J., Hayashida M., Fuijii T., Narita Y., Hayash, Ueda M., Hata Y.: Structure of the carboxyimase
Y inhibitor IC in complex with the cognate protesgareveals a novel mode of the proteinase-proidiititor
interaction J. Mol. Biol, 2005 346, 1323-34.
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d’Antirrhinum?®” et de ArabidopsfS® et de 2 PEBPs dE. coli?®® La région centrale de la
séquence qui est bien conservée entre les difesy@spéces, constitue chez toutes les PEBPs
un entonnoir qui capte différents ligands tels @les ions phosphate ou acétate et la
phosphoryléthanolamine (téte polaire de la phosgylathanolamine), ces ligands étant liés
aux protéines cristallisées.

La structure tridimensionnelle de la protéine PEBRP humaine est identique a celle
de la PEBP bovine. Elle est composée essentielledemeux hélicest et de neuf brins

B (Figure 45).

Figure 45 : Structure cristallographique de la PEBRKIP.?*3 Les résidus formant la poche
du ligand sont colorés en orange. Les résidus P74S&53 sont représentés en spheres
bleues. P74 appartient a la poche ligand, c’est tgsidu conservé du motif DPDxP. S153
est le site de phosphorylation de la PEBP/RKIP paiPKC

Elle est caractérisée par un large feufietentral composé de cing brifsallant des
résidus 62 a 125. Ce feuillet est impliqué dansrngactions PEBP-petits ligands. Les quatre
autres bringd forment un petit feuilleff (allant des résidus 22 a 53), sur un des coétés de la
protéine (organisation structurale en clé grecodd)extrémité C-terminale de la protéine se
trouve une hélicar, a noter que cette hélice n'existe pas chez lesPBER plantes ni de

bactéries. Une autre hélice (résidus 151-158)iestespres d’'une grande boucle (résidus 127-

297 Banfield M.J., Brady R.L.: The structureAhthirrhinum centroradialigorotein (CEN) suggests a role as a
kinase regulatord. Mol. Biol, 200Q 297, 1159-70.

29 Ahn J.H., Miller D., Winter V.J., Banfield M.J.,ée J.H., Yoo S.Y., Henz S.R., Brady R.L, Weigel B.:
divergent external loop confers antagonist activityfloral regulators FT and TFLEMBO J, 2006 25, 605-
14.

29 gerre L., Pereira de Jesus K., Zelwer C., BurddydSchoentgen F., Bénédetti H.: Crystal structwks
YBHB and YBCL fromecherichiacoli, two bacterial homologues to a Raf kinase inhijitatein.J. Mol. Biol,
2001, 310, 619-36.
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150), de l'autre coté du feuillet central. Cettédideecomporte un résidu important qui est un
site de régulation de PEBP/RKIP, il s’agit de lars®153 (S153) qui est phosphorylable par
la protéine kinase C (PKGY° La structure est aussi caractérisée par une grarele boucle

formée par les résidus 104-117 indiquant la fldxéde la structure. La poche de liaison des

petits ligands est caractérisée par le motif haatgroonservé DPDxP (résidus 70-74).

VII-2 Les réles biologiques de la protéine PEBP/RKP

Chez les mammiferes, les PEBPs sont impliquées wlaiggand nombre de processus
physiologiques complexes comme la spermatogéfiékecontrole de I'activité cardiaqi&
et le développement du cerveBtiAu niveau cellulaire, les fonctions connues de PHEEKIP
en font un inhibiteur de kinases et de protéasefyiae et elles peuvent expliquer, au moins

en partie, son réle dans le cancer chez I’'homme.

VIl-2.1. Rbles de PEBP/RKIP en lien avec le cancer

VII-2.1.1 PEBP/RKIP modulatrice de certaines valessignalisation

intracellulaire

A ce jour, la protéine PEBP/RKIP a été décrite camgtant un régulateur de trois
voies de signalisation importantes dans les calldemammifered~{gure 46). Elle inhibe la
voie Raf/MEK/ERK qui est impliquée dans la répoas& stimuli mitogénes et qui contrble
la prolifération cellulaire, la différentiation,apoptose, la survie et la migration cellulaire.
PEBP/RKIP inhibe aussi la voie NdB qui est impliquée dans la réponse immunitairia et
réponse au stress cellulaire. Enfin, lorsque PEBRRYRest phosphorylée (S153) par la PKC,
elle perd sa capacité a lier Raf mais elle peutsas¢e lier a la kinase GRK2 et I'inhiber.

GRK2 ne peut plus alors phosphoryler les récepteouplés aux protéines G (GPCRs), ce

300 Corbit K.C., Trakul N., Eves E.M., Diaz B., Marshil., Rosner M.R.: Activation of Raf-1 signaling/b
protein kinase C through a mechanism involving Ra#se inhibitory protein]. Biol. Chem.2003 278, 13061-
8.
391 Turner K.J., McKinnell C., McLaren T.T., Qureshi)$ Saunders P.T., Foster P.M., Sharpe R.M.: Detec
of germ cell-derived proteins in testicular intérak fluid: potential for monitoring spermatogetges vivo. J.
Androl,, 1996 17, 127-36.
392 Goumon Y., Angelone T., Schoentgen F., ChasseotdzGS., Almas B., Fukami M.M., Langley K., Welters
I.D., Tota B., Aunis D., Metz-Boutigue M.H.: Thepipiocampal cholinergic neurostimulating peptide, lthe
terminal fragment of the secreted phosphatidyletlsmine-binding protein, possesses a new biologicavlity
on cardiac physiologyl. Biol. Chem.2004 279, 13054-64.
33 yuasa H., Ojika K., Mitake S., Katada E., MatsukaM:, Otsuka Y., Fujimori O., Hirano A.: Age-depend
changes in HCNP-related antigen expression in timeam hippocampu®rain Res. Dev. Brain Re2001, 127,
1-7.
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qui blogue leur internalisatiofl? Un tel mécanisme permet de réguler la voie desthaction
médiée par les GPCRs, voie qui contréle des prasesssentiels tels que l'inflammation, la
neurotransmission, la libération d’hormones eglutation de la pression sanguifie.

/

— MEK Aurora B

CytokineR

fuseau

/ mitotique

Prolifération, apoptose, inflammation, réponse immu nitaire

Figure 46 : Role de PEBP/RKIP comme modulatrice desies de signalisation cellulaire :
Raf/MEK/ERK, GPCRs et NF«B

PEBP/RKIP a d’abord été décrite comme un inhibigita voie Raf/MEK/ERK qui
se lie directement & Raf, & MEK et plus faibleme®RK3**%" PEBP/RKIP agit comme un
inhibiteur compétitif de MEK empéchant alors I'agtiion de MEK par Raf-1" De plus, en
se liant a Raf-1, PEBP/RKIP bloque deux sites desphorylation S238 et Y341 de Raf
empéchant I'activation de Raf-1 par les protéinesdes PAK et S En inhibant la voie
Raf/MEK/ERK, PEBP/RKIP influence indirectement ksité de la protéine kinase Aurora B

qui contrdle le bon déroulement de la mitose l@dalségrégation des chromosomes et la

3041 orenz K., Lohse M.J., Quitterer U.: Protein kiea switches the Raf kinase inhibitor from Raf-TGRK-2.
Nature 2003 426, 574-9.
3% pierce K.L., Premont R.T., Lefkowitz R.J.: Seveamsmembrane receptoiéat. Rev. Mol. Cell. Bial2002
3, 639-50.
3% yeung K., Seitz T., Li S., Janosch P., McFerrankiser C., Fee F., Katsanakis K.D., Rose D.Wsd¥iak
H., Sedivy J.M., Kolch W.: Suppression of Raf-1dge activity and MAP kinase signalling by RKIRature
1999 401, 173-77.
%7 yeung K., Janosch P., McFerran B., Rose D.W., MikcH., Sedivy J.M., Kolch W.: Mechanism of
suppression of the Raf/MEK/extracellular signalulated kinase pathway by the raf kinase inhibitostein.
Mol. Cell. Biol, 200Q 20, 3079-85.
308 Trakul N., Menard R.E., Schade G.R., Qian Z., Rovl.R.: Raf kinase inhibitory protein regulatesf-Ra
but not B-Raf kinase activatiod. Biol. Chem.2005 280, 24931-40.
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cytokinése€® Des travaux ont montré que I'absence de PEBP/RI&I#s la cellule entraine
I'hyperactivation de la voie Raf/MEK/ERK conduisaatl'inhibition d’Aurora B, ce qui a
pour conséquence la formation de chromosomes anarifiz°

Concernant la voie NKB, la PEBP/RKIP agit aussi comme un inhibiteur deges

en controlant plusieurs kinases du complexe IKKluaat NIK, TAK1 et IKKa/B. 3!

PEBP/RKIP est un régulateur de l'activation dudactde transcription NkB en empéchant

la libération de NF«B en réponse a une stimulation par le TélBu I'interleukine IL-13.

VII-2.1.2 PEBP/RKIP suppresseur de métastases

En plus de son implication dans la régulation Wesipurs voies de signalisation dont
la dérégulation est impliquée dans I'apparitioncdacers, elle a aussi été décrite comme un
suppresseur de métastadésLe role de PEBP/RKIP dans la formation des mésastast
basé sur la comparaison de son niveau d'exprestams les tissus tumoraux primaires
invasifs et non invasifs ainsi que dans les cedluh&tastasiques. Le lien entre PEBP/RKIP et
le cancer a été établi en premier sur des modelegltlles de protaste métastatique (C4-2B)
et non-métastatique (LNCaP} Ces travaux ont montré une diminution de I'expressle
PEBP/RKIP dans les cellules métastatiques. Pawite, sd’autres études ont rapporté la
diminution de I'expression ou l'absence de PEBPMRKlans d'autres cancers: s&th,

318

foie,>*> mélanomes!® thyroidé'’ et colon®'® Ces résultats suggérent que PEBP/RKIP agit

comme un supresseur de tumeurs et/ ou métastaseepdumeurs solides.

399 Eves E.M., Shapiro P., Naik K., Klein U.R., Trakul, Rosner M.R.: Raf kinase inhibitory protein uktges
aurora B kinase and the spindle checkpditdl. Cell, 2006 23, 561-74.

310 Al-Mulla F., Hagan S., Al-Ali W., Jacob S.P., Baditani A.l., Bitar M.S., Dallol A., Kolch W.: Raf kase
inhibitor protein: mechanism of loss of expressamm association with genomic instabiliin. Pathol, 2008
61, 524-9.

31 yeung K.C., Rose D.W., Dhillon A.S., Yaros D., @Gfsson M., Chatterjee D., McFerran B., Wyche J.,
Kolch W., Sedivy J.M.: Raf kinase inhibitor protdmteracts with NF-kappaB-inducing kinase and TA#dd
inhibits NF-kappaB activatioMol. Cell. Biol, 2001, 21, 7207-17.

312 Keller E.T.: Metastasis suppressor genes: a ml&é&f Kinase Inhibitor Protein (RKIPAnti-Cancer Drugs
2004 15, 663-69.

33 Fy Z., Smith P.C., Zhang L., Rubin M.A., Dunn R.Xao Z., Keller E.T.: Effects of Raf Kinase InHiti
Protein expression on suppression of prostate canetmstasisl. Natl. Cancer Inst2003 95, 878-89.

34Hagan S., Al-Mulla F., Mallon E., Oien K., Ferrigr, Gusterson B., Garcia J.J., Kolch W.: ReduatibRaf-

1 kinase inhibitor protein expression correlatethwireast cancer metastasi$in. Cancer Res2005 11, 7392-
97.

315 | ee H.C., Tian B., Sedivy J.M., Wands J.R., Kim: Moss of Raf kinase inhibitor protein promotesl cel
proliferation and migration of human hepatoma c@lastroenterology2006 131, 1208-17.

31® Schuierer M.M., Bataille F., Hagan S., Kolch WasBerhoff A.K. Reduction in Raf kinase inhibitoofsin
expression is associated with increased Ras-eMtrcesignal-regulated kinase signalling in melarso cell
lines.Cancer Res2004 64, 5186-92.
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VII-2.1.3 PEBP/RKIP agent sensibilisant a I'apopgos

Des travaux réalisés sur les cancers du sein da geostate ont montré que la
chimiothérapie induit I'expression de PEBP/RKIP gensibilise les cellules cancéreuses a
I'apoptose®® Par exemple, dans des cellules cancéreuses detpragsistantes a la 9-
nitrocamptothécine (9NC), la surexpression de PRBW? sensibilise les cellules a
'apoptose induite par 9NC. D’autres études ont tmoque le Rituximab (anticorps) prescrit
dans le traitement des lymphomes non hodgkiniensaiee I'expression de PEBP/RKIP
responsable de la diminution de la prolifératiotiutaire et de I'induction de I'apoptosé’

D’autres travaux ont montré que la surexpressiorPEBP/RKIP dans les cellules
cancéreuses de prostate et mélanomes est resporallinduction de I'apoptoseia le
récepteur de mort celluaire DR5 appartenant a naillla des récepteurs au TNE: Plus
récemment, il a été montré que dans les mélanongiesumoraux, la forme oncogene B-Raf
V600E induit I'apoptose des cellules en induisaBBP/RKIP 3?2

Tous ces resultats suggerent que PEBP/RKIP jorfdded’inducteur de I'apoptose en
réponse a des dérégulations au niveau des voiesgdalisation ou en presence d’agents

chimiothérapeutiqgueda un mécanisme impliquant les voies Raf/MEK/ERK &t#B.

VII-3 L’interaction Raf/PEBP

La PEBP régule les kinases en interagissant diresteavec elles. D’'apres I'équipe
de Rosner, il semble que PEBP se lie aux 3 kindaésMEK et ERK mais que la liaison de
Raf et de MEK soit mutuellement exclusive, PEBPsadierait donc pas de la méme facon a

317 Akaishi J., Onda M., Asaka S., Okamoto J., Miyamm®t, Nagahama M., Ito K., Kawanami O., Shimizu K.:
Growth-suppressive function of phosphatidylethamitee-binding protein in anaplastic thyroid cancer.
Anticancer Res20086 26, 4437-42.

318 Minoo P., Zlobec I., Baker K., Tornillo L., Terrgano L., Jass J.R., Lugli A.: Loss of raf-1 kinaseibitor
protein expression is associated with tumor praioesand metastasis in colorectal canéan. J. Clin. Patho].
2007 127, 820-7.

319 Chatterjee D., Bai Y., Wang Z., Beach S., Mott Bay R., Braastad C., Sun Y., Mukhopadhyay A.,
Aggarwal B.B., Darnowski J., Pantazis P., Wychd=d.Z., Kitagwa Y., Keller E.T., Sedivy J.M., YeuKgC.:
RKIP sensitizes prostate and breast cancer cetlaigpinduced apoptosid. Biol. Chem.2004 279, 17515-23.

320 jazirehi A.R., Vega M.l., Chatterjee D., Goodgllck Bonavida B.: Inhibition of the Raf-MEK1/2-ERKA
signaling pathway, Bcl-xL down-regulation, and clesensitization of non-Hodgkin's lymphoma B cells by
RituximabCancer Res2004 64, 7117-26.

321 Baritaki S., Katsman A., Chatterjee D., Yeung K.8pandidos D.A., Bonavida B.: Regulation of turnell
sensitivity to TRAIL-induced apoptosis by the médiéis suppressor Raf kinase inhibitor protein via Yang 1
inhibition and death receptor 5 up-regulatidnilmmunol. 2007, 179, 5441-53.

322 \Wajapeyee N., Serra R.W., Zhu X., Mahalingam Meé&h M.R.: Oncogenic BRAF induces senescence and
apoptosis through pathways mediated by the secpettdin IGFBP7Cell, 2008 132, 363-74.
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Raf, MEK et ERK®? La poche des petits ligands (résidus 62-125) patad impliquée dans
l'interaction entre PEBP et Raf-1. L’équipe de Ygua montré en purifiant plusieurs mutants
de PEBP au niveau de la poche des petits liganas/'igtégrité de la poche est importante
pour la liaison de PEBP a Raf-1 et pour sa fonoffamhibiteur de la voie Raf/MEK/ERK2*
Les travaux de I'équipe de Rosner, ont montré tpezlipation ou non de la poche ligands
pourrait étre reliée a un mécanisme de régulatibwstédrique de PEBP en ayant une
conséquence sur son niveau de phosphorylatiorapgatC ou ERKE?

Dans le cadre de notre projet pour concevoir desaside l'interaction Raf/PEBP,
Nnous nous sommes intéressés plus particulieremdamtzane d’interaction entre Raf-1 et
PEBP. Il n'existe a ce jour aucune structure ditsgeaphique de PEBP en complexe avec
Raf ou d’autres de ses partenaires protéiqueséidees de délétion dans la séquence de Raf-
1 ont permis de définir la zone de Raf-1 impliqdées l'interaction avec PEB® Raf-1 se
lie dans la poche des petits ligands de PEBP asaniwdes résidus 325-349 de Raf-1

correspondant a la partieterminale de son domaine kinaséglre 47).

N-région
325 349
QEKNKIRPRGQRDSSYYWEIEAS

1 /

A
Séquence de Raf-1 __CR1_BRER’

domaine kinase

648

Figure 47 : Région de Raf-1 impliquée dans l'intestion avec PEBP/RKIP

Au milieu de cette séquence de Raf-1, 4 résidus susteptibles d’étre phosphorylés
au cours de l'activation de la voie MAP-kinases’Hgit des sérines 338/339 et des tyrosines
340/341. Les auteurs ont réalisé des études denase plasmonique de surface pour
mesurer l'affinité entre la PEBP et la région mialende Raf-1 impliquée dans linteraction
(331-349)**° Pour cela plusieurs peptides de Raf-1 (331-349) &@ synthétisés avec

plusieurs niveaux de phosphorylation des résidusest 338/339 et des tyrosines 340/341.

33 Granovsky A.E., Clark M.C., McElheny D., Heil Glong J., Liu X., Kim Y., Joachimiak G., Joachimiak
Koide S., Rosner M.R.: Raf kinase inhibitory pratdunction is regulated via a flexible pocket amvel
phosphorylation-dependent mechanisfol. Cell. Biol, 2009 29, 1306-20

324 Rath O., Park S., Tang H.H., Banfield M.J., Braly.., Lee Y.C., Dignam J.D., Sedivy J.M., Kolch W.,
Yeung K.C.: The RKIP (Raf-1 Kinase Inhibitor Prateconserved pocket binds to the phosphorylateddibn
of Raf-1 and inhibits the Raf-1-mediated activgibdsphorylation of MEKCell. Signal, 2008 20, 935-41.

3 park S., Rath O., Beach S., Xiang X., Kelly S.Mup Z., Kolch W., Yeung K.C.: Regulation of RKIP
binding to the N-region of the Raf-1 kinas€&BS Lett.2006 580, 6405-12.

96



Chapitre | : Introduction

Les auteurs ont montré une augmentation de I'éfientre le peptide Raf et la PEBP lorsque
plusieurs résidus serines et tyrosines étaientphtuglés. La meilleure affinité (Kd de 2x10
M) étant obtenue pour le peptide triphosphorylénaueau des sérines 338 et 339 et de la
tyrosine 341. A la suite de ces études, nous asymbeétise trois peptides de Raf-1 au sein de
'équipe d’Agnés Delmas au CBM pour étudier leueraction avec la PEBP humaine par
RMN et spectrométrie de masse.

Le but de nos travaux est de compléter les infaonatstructurales et moléculaires
sur le mécanisme d’inhibition de Raf par la PEBRrpeermettre la conception rationnelle

d’'un nouveau type d’inhibiteurs capables de mineecdntrole de Raf-1 par PEBPigure

Sl

Raf-1 active Raf-1inactive

>

Mime de
PEBP/RKIP

Raf-1 active Raf-1 inactive

Figure 48 : Mimes topologiques de l'interaction REXEBP

VIII/ Tests d'activité kinases

Afin de tester les molécules potentiellement inhités synthétisées au cours de cette
these, sur Raf-1 d’'une part et sur la cascade FEM/MRK d’autre part, il a fallu choisir les
techniques adaptées parmi les nombreuses méthedixsdge qui existent pour les protéines
kinases’?°#2"3%8Nous avons particulierement d{ tester les méthéeleplus récentes, peu
décrites dans la littérature car les industriebidiechnologies créent sans cesse de nouvelles

326\/on Ahsen O., Bémer U.: High-throughput screerfimgkinase inhibitorsChemBioChen2005 6, 481-90.
327 |shida A., Kameshita 1., Shigeri ¥t al: Recent advances in technologies for analyzingeprcinasesJ.
Pharmacol. Scj.2007, 103 5-11.
328 Eglen R.M., Reisine T.: The current status of ddigcovery against the human kinondessay Drug Dev.
Technol, 2009 7, 22-43.
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techniques pour répondre a la demande croissastplaleformes impliqguées dans le criblage
a haut ou moyen débit. Le choix de la techniquestnfas anodin car les résultats finaux
obtenus sur les produits testés peuvent étre iifésets suivant le type de dosage utifi&&.

De plus, chacune des méthodes disponibles sur tehingrésente des avantages et des

inconvénients et nécessite un appareillage pagictompteur a scintillation, lecteur de
plaques, etc...).

VIII-1 Choix des méthodes

La réaction kinase consiste a mettre en présenu@iéine kinase avec son substrat et
de 'ATP (Schéma 16. La kinase transfere fephosphate de I’ATP sur un résidu spécifique
du substrat : sérine, thréonine ou tyrosine sadailype de kinase. De nombreuses techniques
ont été développées pour détecter la phosphomglatda substrat ou pour mesurer
'avancement de la réaction kinase. Tableau 8 récapitule les principales techniques

développées par les différents fournisseurs podo$age de l'activité kinase. Ces techniques
varient selon la méthode de détection.

®
Kinase + Substrat U Kinase +

Substrat
o o o0
ATP: HO—P—0—P—0—P—0 N P on
Lol LT o N/: NH,  ADP: HO—P—0-P—0 =N
7 OH OH O N NH,
Y B «a LN B a 74 0
< z NS
o on Y . N N
®:H2P03

Schéma 16 : La réaction de phosphorylation catalygsr les kinases

Dans la plupart des techniques, le dosage de Jictikinase est effectué
principalement par la mesure de la radioactiviiporée dans le substrat (PFBA, SPA
FlashPlat&"), ou par la mesure d’un signal de fluorescendeance Ultrd"!, HTRF™,
IMAP™  KinEASE™, Z’LYTE™, TruLight™ ou Iuminescence (AlphaScré&y
proportionnel & la quantité de substrat phosphdfiié®

32 Sills M.A., Weiss D., Pham Q., Schweitzer R., Wy Wu J.J.: Comparison of assay technologies for a

tyrosine kinase assay generates different resnltsigh throughput screening. Biomol. Screening2002 7,
191-9.
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Méthodes de Mesure de la phosphorylation du substrat Mesure d&a réduction de
détection Radioactive Non-Radioactive I’ATP ou I'accumulation
de 'ADP
Techniques PFBA P ou®™P) | AlphaScreef" (ALPHA), Mesure de 'ATP.
DELFIA™ (TRF),Lancé" | EasyLitd" (L) etKinase-
SPA™ (*3p) et Lancé" Ultra (TR-FRET),| Glo™ (L)
(TR-FRET),
FlashPlat® Lanthascreell' (TR-FRET), | Mesure de 'ADP. Adaptd"
(P ou®P) (TR-FRET et FP), | (TR-FRET),ADP-Glo™
Far-Red Polarscre€h (FP), | (L), Transcreend! ADP?
KinEASE™ (FP), Assays(FP, TR-FRET, FI),
ZLYTE ™ (FRET), (FI) et
Antibody Beacon TK (F1)
fluorescence quentching
assay(FQ),
(FQ), (FQ)
Avantages + simple a utiliser, | + simple a mettre en ceuvre| + pas besoin d’anticorps ou
+ détecte la plupart + sensible (besoin de faible | substrats spécifiques,
des kinases, quantité d’enzyme) + homogeéne,
+ pas besoin + homogene pour la plupart| + peu colteux,
d’anticorps, (sans étapes de lavage) + méthodes généralisables [a
+pas besoin de + compatible avec le HTS | toutes les kinases
substrat modifié
Inconvénients | - étapes de lavage,| - la plupart requiert des Mesure de 'ATP :
- colts relatifs a anticorps et des substrats | - mesure d’une diminution
utilisation de la spécifiques et marqués, de signal = perte de
radioactivité, - Interférences observées | sensibilité,
- HTS limité entre les composeés Mesure de I'ATP ou I'ADP :
organiques et les méthodes| - sensible aux
de détection optique (L, FI, | contaminations par d'autres
FP, TRF, FRET, TR-FRET, | kinases,
ALPHA)

Tableau 8 : Principales techniques disponibles pdardosage enzymatique de I'activité des
kinases.Le nom des fournisseurs pour chaque technique @ttereprésenté en couleur: GE
Healthcare (violet), Perkin Elmer (bleu foncé), Bis (bleu clair), Invitrogen (fushia), MDS
Analytical Technologies (orange), Millipore (veointé), Thermo Fisher (gris), Merck Biosciences
(vert clair), Promega (rouge), BellBrook Labs (magg, DiscoveRx (marron). Abbréviations : PFBA
= Phosphocellulose Binding Assay, SPA = ScinttlatiProximity Assay, ALPHA = Amplified
Luminescence Proximity Homogeneous assay, TRF e Riesolved Fluorescence, TR-FRET = Time
Resolved Fluorescence Resonance Energy Transfer,=FPluorescence Polarization, FQ =
Fluorescence Quench, FI = Fluorescence Intensity,lLuminescence

Plus réecemment, sont arrivées des techniques pamheie mesurer I'avancement de
la réaction kinase. Ces méthodes ont I'avantageed@néralisables a toutes les kinases et
permettent d’économiser l'achat d’anticorps ou déssrats marqués spécifiquement. La
mesure de I'avancement de la réaction kinase seifala mesure de 'ATP consommié

(EasyLitd", Kinase-GId™) ou la mesure de 'ADP formé au cours de la réackinase

330 Singh P., Harden B.J., Lillywhite B.J., Broad P.Mientification of kinase inhibitors by an ATP defion
method.Assay Drug Dev. TechnpR004 2, 161-9.
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(Adaptd™, ADP Quest") (Tableau 8,**! il faut donc que ces espéces soient stables as cou
de la réaction ; la mesure de I'ATP consommé pitésen outre I'inconvénient d’étre moins
sensible puisqu’on mesure une diminution de signal.

De facon générale, le dosage des kinases en raitindaut débit n’est pas une tache
triviale car: 1) le dosage de chaque kinase eshefire au point en fonction de ses
caractéristiques enzymatiques et de ses substats faut choisir une méthode de dosage
fiable et robuste pour 'ensemble des kinases gicdaditions de dosage ; 3) il est préférable
de disposer d’'une technique facile a mettre en reeud) Il faut une technique sensible pour
minimiser les codts, les enzymes purifiées étanegdement onéreuses. Au cours de notre
travail nous nous sommes exclusivement intéresagstechniques compatibles avec les
kinases de la voie Raf/MEK/ERK.

VIIl-1.1 Détection directe de la phosphorylation dwbstrat : méthodes

radioactives

Les premiéres techniques qui ont été développéaslpalosage de I'activité kinase
sont basées sur la mesure directe du phosphatpanéalans le substrat en utilisant de I'ATP
radioactif : TATPy->?P ou 'ATPy-**P3%? Les deux techniques les plus citées pour le dosage
de Raf ou de la cascade Raf/MEK/ERK sont PFBA (Phosellulose Filter Binding
Assay***%et SPAM (Scintillation Proximity Assay¥>> Ces techniques ont 'avantage d'étre
robustes et facilement adaptables a toutes lessésnaCependant elles nécessitent un
équipement de sécurité particulier pour la manimiade la radioactivité et un compteur a
scintillation pour quantifier la radioactivité. Cegeux techniques sont compatibles avec le
compteur a scintillation dont nous disposions auMCBun Victor 14120 multilabel Wallac

capable de lire les fioles a scintillation ou leisnotubes.

31 Charter N.W., Kauffman L., Singh R., Eglen R.M.gAneric, homogenous method for measuring kinage an
inhibitor activity via adenosine 5'-diphosphate aawilation.J. Biomol. Screen2006 11, 390-9.

332 witt J.J., Roskoski R. JR.: Rapid protein kinassag using phosphocellulose-paper absorptiamal.
Biochem, 1975 66, 253-8.

333 Alessi D.R., Cohen P., Marshall C.J.: Assay argtession of mitogen-activated protein kinase, MAfage
kinase, and RaMethods Enzymql1995 255, 279-90.

%4 Wilhelm S.M., Carter C., Tang L., Wilkie D., McNala A., Rong H., Chen C., Zhang X., Vincent P.,
McHugh M., Cao Y., Shujath J., Gawlak S., EveleihRowley B., Liu L., Adnane L., Lynch M., Aucla.,
Taylor I., Gedrich R., Voznesensky A., Riedl B.sPh.E., Bollag G., Trail P.A.: BAY 43-9006 exhibibroad
spectrum oral antitumor activity and targets theFRAEK/ERK pathway and receptor tyrosine kinaseoined

in tumor progression and angiogene€iancer Res2004 64, 7099-109.

335 McDonald O.B., Chen W.J., Ellis B., Hoffman C.,@ton L., Rink M., Smith A., Marshall C.J., WoodrE.

A Scintillation Proximity Assay for the Raf/MEK/ERKinase cascade: high-throughput screening and
identification of selective enzyme inhibitossnal. Biochem.1999 268 318-29.
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VIII-1.1.1 PFBA (Phosphocellulose Filter Bindingsay)

bY

Cette méthode consiste a mettre I'enzyme en présdecson substrat et d’ATP
radioactif. LaFigure 49illustre 'exemple du dosage de l'activité de Raf.

Raf-1+ MEK + ATP-y 3P
Fraction aliquote de 15 pL réaction kinase : 20 minutes, 30 °C
déposée sur le filtre arrét de la réaction : + 5 pL d’'acide phosphorique 50%

Filtre de phosphocellulose
(retientles protéines) 3 étapes de lavage
(pour éliminer I'ATP radioactif non li¢)

Compteur a scintillation

> | Pour quantifier la radioactivité liée au filtre

correspondant a MEK-1 phosphorylée

Figure 49 : Schéma de la méthode PFBA pour le dosaty Raf-1

Cette méthode présente les inconvénients d’étrecpepatible avec le criblage haut
débit a cause des étapes de lavage ; elle estadtapiu format plaques 96 puits a condition

d’avoir un compteur adapté de type microBé&a TopCourft (Perkin Elmer).

VIII-1.1.2 SPA (Scintillation Proximity Assay)

La méthode SPA, développée par GE Healthasebasée sur linteraction entre un
substrat phosphorylé atiP et des billes microscopiques qui contiennent cintiant
pouvant étre stimulé pour émettre de la lumiéereteCstimulation se produit uniqguement
guand les molécules radiomarquées d’intérét séesla la surface de la billEigure 50).
Une lumiere bleue est alors émise. Elle est déeatéaide d'un compteur a scintillation
standard. Les billes commercialisées sont recoeweate différentes substances (anticorps,
charges ioniques, glutathion, €ustreptavidine, etc.) qui peuvent entrer en imtéva avec
leur ligand correspondant (antigene, charge oppo&=®T, His-tag, biotine, etc.). En
comparaison avec la méthode PFBA cette méthodeléggsiurvue d’étapes de lavage. Ce
concept a été adapté sur plaque 96 puits par PEtkier avec la méthode FlashPl&teyui

utilise des plaques recouvertes par exemple detatidine et de scintillant.
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A: Energie absorbée par B : Marqueur radioactif lig,
le milieu, pas de lumiére la bille est stimulée pour
générée. émettre de la lumiére.

Figure 50 : Schéma du concept de la méthode SPA

VIII-1.2 Détection indirecte de la phosphorylatido substrat : méthodes non

radioactives

Les méthodes non radioactives sont des méthod@edtes nécessitant 'utilisation
d’anticorps spécifiques pour reconnaitre le subgtiasphorylé. Dans la plupart des cas, elles
utilisent des substrats modifiés qui sont diffésedti substrat physiologique de la kinase
étudiée. Il s’agit en général de substrats peptaicpu protéiques marqué par un fluorophore.
La détection est souvent effectuée par des mesierdkiorescence : fluorescence polarisée
(FP), intensité de fluorescence (FI), Time Resolddorescence (TRF), Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET), Time Resolvedréfcence Resonance Energy
Transfer (TR-FRET) ou par luminesceriéeAvec ces techniques, le signal de fluorescence
ou de luminescence est directement proportiondalcuantité de substrat phosphorylé. Ces
méthodes sont tres sensibles et faciles & mett@wme au sein du laboratoire, cependant,
elles requiérent I'emploi d’anticorps et de sulistspécifiques et marqueés.

Nous avons recherché les méthodes de fluorescende tuminescence compatibles
avec le dosage des enzymes de la voie Raf/MEK/E¥XRKre choix s’est alors porté sur la
technologie TR-FRET qui est décrite comme une nughperformante, reproductible et
adaptée pour le criblage haut débit>*°A ce jour, seules deux méthodes de TR-FRET ont été
décrites pour mesurer I'activité kinase de la vieeE/MEK/ERK. La méthode HTR¥ de
Cisbio a été mise au point par I'équipe d'Allen quement sur la triple cascade

Raf/MEK/ERK3*" A la méme période, I'équipe de Vogel (Invitrogem)mis au point la

33 Jia Y., Quinn C.M., Gagnon A.l., Talanian R.: Hayraeous time-resolved fluorescence and its apjglitat
for kinase assays in drug discovefyal. Biochem.2006 356, 273-81.

337 Jia Y., Quinn C.M., Clabbers A., Talanian R., Xu Wishart N., Allen H.: Comparative analysis ofivas
in vitro COT kinase assay formats and their apfibee in inhibitor identification and characterimat. Anal.
Biochem, 2006 350, 268-76.
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technologie LanthascreBf**®

dosage de Raf-¥°
Grace a I'acquisition récente en juin 2007 au CBivhdecteur de microplaque Victor

qui peut étre appliguée au dosage de la tripleackset au

V ™ (Perkin Elmer) adapté a la fluorescence en terépslu d’'une part et l'arrivée sur le
marché de nouveaux réactifs pour le dosage destéstde Raf-1, MEK et ERK d’autre part,
nous avons pu utiliser cette technologie.

Nous avons alors testé deux méthodes qui utilieMR-FRET : le Lance Ultrd
développé par Perkin EInté? ; et le Lanthascreéfl de chez Invitrogef®=%" Ces deux

techniques sont basées sur le méme priné&igrife 51).

‘ Excitation 340 nm ‘ Signal d’émission du donneur

X ¥

Transfertd’énergie :
FRET

Signald’émissionde I'accepteur:
spécifigue du FRET PO,

% |

accepteur substrat
Méthode Lanthascreen ™ Lance Ultra ™
Fluorophore Terbium Europium
donneur
Fluorophore Fluorescéine ouGTP Ulight
accepteur
Excitation 340nm 340nm
Emission 520 nmsignal FRET 665 nmsignal FRET
495 nm (signaldu Terbium) | 615nm (signalde I'Europium)

Figure 51 : Principe des 2 méthodes de TR-FRET :rithascreed™ etLance Ultra™

3% Riddle S.M., Vedvik K.L., Hanson G.T., Vogel K.WLime-resolved fluorescence resonance energy gansf
kinase assays using physiological protein substraapplications of terbium-fluorescein and terbigreen
fluorescent protein fluorescence resonance eneaggfer pairsAnal. Biochem.2006 356, 108-16.

339 Kupcho K.R., Bruinsma R., Hallis T.M., Lasky D.ASpmberg R.L., Turek-Etienne T., Vogel K.W., Huwile
K.G.: Fluorescent cascade and direct assays for chaeatten of Raf signaling pathway inhibitor€urr.
Chem. Genom2008 1, 43-53.

340 Application note : Development and Optimization Kihase Assays using New LANCE Ultra TR-FRET
Reagents:http://las.perkinelmer.com/content/apgtinaotes/app_developmentoptimizationkinaselancauite
treagents.pdf.
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Elles utilisent un anticorps dirigé spécifiguemeantre le site de phosphorylation du
substrat anticorps marqué par un fluorophore danretuun substrat marqué par un
fluorophore accepteur. Elles sont basées sur tesfeet d’énergie de fluorescence entre le
fluorophore donneur de la famille des Lanthanidas@pium ou Terbium) et le fluorophore
accepteur. L'intérét d'utiliser les lanthanidesst’gu’ils ont une longue vie de fluorescence,
ce qui permet de mesurer I'émission de fluoresceapes un délai de 50 a 150
microsecondes. Ce délai permet de s’affranchir @’partie du bruit de fond généré par la
fluorescence spontanée. Apres excitation du fluooop donneur a 340 nm, celui-ci va exciter
a son tour le fluorophore accepteur uniquementql@sle substrat sera phosphorylé.
L’'accepteur excité émet un signal spécifique dundfert de fluorescence (FRET),
proportionnel a la quantité de substrat phosphoriliin de s’affranchir des erreurs de
pipetage, nous mesurons le rapport émission deeffgence de I'accepteur/émission de
fluorescence du donneur est mesure.

Les deux méthodes Lance Uftfaet Lanthascredl différent essentiellement au
niveau de la nature des fluorophores donneursapéeurs ce qui a pour conséquence des
mesures d’émission de fluorescence a des longutomsle différentes. La méthode Lance
Ultra™ utilise comme fluorophore donneur I'Europium tandique la méthode
Lanthascreel' utilise le Terbium. Le fluorophore accepteur eppelé Ulight dans la
technologie Lance UItf¥, il s’agit d’un analogue de I'allophycocyanine rifaglde facon a
étre le moins volumineux possible. La technologimthascreelf' utilise des fluorophores
accepteurs plus volumineux : la fluorescéine oWsFEP (Green Fluorescent Protein). Une
autre différence concerne la nature des substtitit®s qui varie d’'une méthode a l'autre, |l
s’agit en général de peptides et dans certaindesprotéine substrat entiére.
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Chapitre 1l : RESULTATS
I/ Synthése des inhibiteurs de Raf-1 a structure dzaindolique
I-1 Schémas rétrosynthétiques envisageés pour la dmese des inhibiteurs de Raf

Afin de développer des inhibiteurs originaux de,Raius nous sommes intéressés a la
recherche de nouvelles méthodes simples et flexpg®emettant de substituer dans un premier
temps, le cycle 4-azaindole en positi@® etN-1 d’'une part eC-5 etC-2 d’autre part. En
effet, si les voies de synthése du 4-azaindole lsient décrites, il existe moins d’'informations
sur sa réactivité et sa fonctionnalisatiintre approcheétrosynthétique pour la synthése des

inhibiteurs de Raf a structure 4-azaindolique mdiguée dans I8chéma 17t leSchéma 18

@@3
cl Z N

7
H \U/ X=C,N
N N\ /Y)/Rl Y=CN
A\ cl AR ’
| B_ + o/ R1 en para ou méta = H, Br, Cl, CN,
Cl H OR2, COOR2, CONHR2, NHCOR2

NH,
z N
| B\ AN . Z = OSO,CF,
Z~nN Cl
\
G

CF, GP = Groupement protecteur

5-méthoxy-4-azaindole

Synthon de départ
Schéma 17 : Schéma rétrosynthétique envisagé poarpremiére série de composés
disubstitués en positions C-5 et N-1 du noyau 4iadale
Les deux voies de synthese envisagées utilisemélme synthon de départ: le 5-
méthoxy-4-azaindol®|. Les composés de typeseraient obtenus pal-acylation au départ
du dérivé azaindoliquel et de divers chlorures d'acide aromatiquiks Le 5-amino-
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azaindole Il serait issu d'une réaction d'amination entre laz&ndole porteur d'un
groupement triflate en positio@-5 et la 4-chloro-3-trifluoromethylaniling. Le triflate IV
proviendrait du dérivé méthoxy correspondéhtdont la synthése est connue.

La deuxieme série de composes tricycliques deltyfehéma 1§, serait obtenue par
N-arylation du dérive triflate en positidix5 Il avec la 4-chloro-3-trifluorométhyl anilirid .
L'intermédiaire 5-OTf-4-azaindolél porteur d’'un groupement triflate en positi@5 et
acylé en positiorc-2 serait issu de la condensation du lithien entipasC-2 du 5-méthoxy-

4-azaindoldV sur divers chlorures d’acid&sou aldéhydeV!I.

H
Y R
N N =Ty
B [ A?
N\
Z N
cl NS
CF, |
NHZ Z N /Y/R
AN
o * B8 T N i Z = 0SO,CF,
Z N
CF, )
i P

\U/ GP = groupement protecteur

MeO N Y _R1 Y _R1 X=C,N
TN e’ %X Y=CN
| B + | cl A7 ou H Ny ’ )
N N\ R1 en para ou méta = H, Br, Cl, CN,
H 0 (0] OR2, COOR2, CONHR2, NHCOR2

v v
5-méthoxy-4-azaindole

Synthon de départ

Schéma 18: Schéma rétrosynthétique envisagé paardeuxiéme série de composés
disubstitués en positions C-5 et C-2 du noyau 4iadale

[-2 Synthese du synthon 5-méthoxy-4-azaindole

La synthese du 5-méthoxy-4-azaindole a été réadisiem la méthodologie décrite par
Makosza en 19882 La premiére étape est une réaction de substitaticféophile indirecte
(VNS) entre la 2-méthoxy-5-nitropyridireet le 4-chlorophénoxy-acétonitrilkeen présence
detertiobutylate de potassiuns¢héma 19. Le compose& est obtenu avec un bon rendement
(81 %) en accord avec les rendements précédemnigenus par d’autres auteurs. Ce
composé est ensuite engagé dans une réductioryticatal en présence de palladium sur

charbon sous pression d’hydrogéne (45 psi). Sasrconditions initialement décrites, nous
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avons obtenu I'azaindolg avec un faible rendement (9 %) inférieur a cetteradu (57 %).

En effet, la réaction n'est pas totale, I'internaa réduit mais ouverd est toujours le
produit majoritaire méme apres l'allongement dugsrde réaction ou l'augmentation de la
température a 45 °C. Une fois l'intermédia#asolé, il est réengagé dans la réaction de
réduction catalytique effectuée dans les mémesiiomsl pour donner le produit désig
avec un bon rendement (89 %). La succession degp2£de réduction permet d’obtenir le 5-
méthoxy-4-azaindol® avec un rendement global de 68 %.

CIOOCHZCN (11éq.)

MeO._ N MeO._ _N i
X 2 ¢ e H, 45 psi ; Pd/C
| _ commercial | —0- Ny
K 108
commercial tBUOK (2,2 éq.) 3 EtOH/ CH,COOH (85/15) N
3 h, -10 T, THF anhydre 81 % ta., 16 h 5 |'_|
_ 93 %
H, 45 psi ; Pd/C
A 0,
EtOH. 7 h, t.a. 2 étapes, 75 %
—0 N\ cN -0 N\ N
| S m 3 étapes,
=
a2 NH, + N 54 %
5 H
66 % 9 %
H, 45 psi ; Pd/C
l EtOH, 7 h, t.a.

89 %

Schéma 19 : Schéma de synthése du 5-méthoxy-4-dpden(5)

Afin de faciliter I'étape de cyclisation, nous agoajouté, a I'éthanol, 15 % d’acide
acétigue. L'addition de I'acide acétique neutradtséammoniac, favorise I'avancement de la
réaction Schéma 20. Dans ces conditions, le 5-méthoxy-4-azaindofet obtenu avec un
excellent rendement de 93 %. En dessous de 15 &@d’'acétique, nous n’avons pas observé
d’amélioration du rendement. Par conséquent, lahsge du 5-méthoxy-4-azaindole est
réalisée en 2 étapes en présence de 15 % d'acélEar a I'échelle de la dizaine de

grammes avec un rendement global de 75 %.
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|
O N - | ~
T o e O b
X . 'Tl// " Réduction / \
-0

| H,, Pd/C, EtOH
‘ H Réduction

OUNH, H+ |

N “H EtOH/CH,COOH (85/15 ‘ ) + NH/
H t 3 ( ) N N
- 3

— sans CH,COCH
— avec CH;COOH

Schéma 20: Mécanisme hypothétique de la réactiom dyclisation du 5-méthoxy-4-
azaindole en présence ou non d’acide acétique ¢CBOH)

[-3 Fonctionnalisation du C-2 du 5-méthoxy-4-azaindole

La méthode la plus étudiée pour accéder aux dédinazaindoles substitués en 2, est
la cyclisation des dérivés 2-alkynyl-3-amino pymie réalisée en conditions basidgfiesu
catalysée par I'ot*> Nous voulions une méthode plus adaptée pour intredifférents types
de substituants eB-2 a partir d’'un synthon commuf Afin de fonctionnaliser le sommet
2, nous avons choisi de passer par une réactidiihéition. Nous avons ensuite étudié la
réactivité¢ de I'anion en 2 en condensant différetyfses d’électrophiles. La réaction de
lithiation a été reportée une fois pour la prépanatle dérivés 2-aroyl-4-azaindoles a partir du
N-benzénesulfonyl-5-méthoxy-4-azaindochéma 2).%° L’anion en 2 a été obtenu aprés
contact avec la base lithiée LDA (1.1 éq.) & 0 8adant 30 minutes. Plusieurs chlorures de
benzoyles substitués ou non (1.1 éq.) ont enstdtadditionnés a - 78 °C, puis les auteurs ont
laissé remonter la température de la réaction jasgumpérature ambiante pendant la nuit.

Pour les 4 chlorures d’acides testés, les rendenodnténus varient de 14 a 73 %.

3413) Rodriguez A.L., Koradin C., Dohle W., Knochel Persatile Indole Synthesis by a 5-endo-dig Caation
Mediated by Potassium or Cesium Bag®sgew. Chem. Int. Ed200Q 39, 2488-90. b) Harcken C., Ward Y.,
Thomson D., Riether DA General and Efficient Synthesis of Azaindolesl &iazaindolesSynlett 2005 20,
3121-25. ¢) McLaughlin M., Palucki M., Davies I.WEfficient Access to Azaindoles and Indol€rg. Lett,
2006 8, 3307-10. d) Majumdar K.C., Mondal S.: Regiosélecsynthesis of substituted pyrrolopyridines based
on Pd(ll)-mediated cross coupling and base indinegdroannulationTetrahedron Lett.2007, 48, 6951-53. €)
Sun L.P., Wang J.X.: Facile Synthesis of 2-Substityl-AzaindolesSynth. Commun2007, 37, 2187-93.

32 Majumdar K. C., Samanta S., Chattopadhyay B.: Aveaient synthesis of pyrrolopyridines and 2-
substituted indoles by gold-catalyzed cycloisonaiin. Tetrahedron Lett.2008 49, 7213-16.
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R1 R2
| o R4 R3
| R3
N o N E"_c | R5 R2
AN TN ) =
| A\ LDA | Li RS R4 N

Z N THF,0<, 30 min Z N | S R1

| O THF,-78 Tata, 18 h N\

$0,ph SO,Ph - o

14 SOP

1:R1=0Me (44 %), 2 : R2 = OMe (66 %), 3 : R1 = R5 =
OMe (14 %), 4 : R2 = R3 = R4 = OMe (73 %)

Schéma 21 : Réaction de lithiation appliquée a nttionnalisation en C-2 du 4-azaindole,
d’'aprés les travaux de Mahboobi et collaboratetffs

I-3.1 N-protection du 5-méthoxy-4-azaindole

La formation des dérives lithiés se fait en génémaprésence d’'une base forte de type
LDA ou LITMP. L'hydrogene de l'azote en 1 étantpéus acide, il est indispensable de
protéger cet azote afin d’arracher le proton enitipps C-2. Le choix du groupement
protecteur est déterminant pour orienter la réaatixclusivement en positidd-2. Pour cela,
le groupement protecteur doit stabiliser l'internag@ lithié. Ainsi, nhous avons sélectionné

les groupements SBh (phényl sulfonyle) et Botgrt-Butyloxycarbonyle) Figure 52).

Li
ZN § m:u

0=S

N
o O/LO__.-
@ =

Figure 52 : Stabilisation du dérivé lithié en C-2ap les groupements protecteurs geh et
Boc

La protection du 5-méthoxy-4-azaindol par les groupements S%€h et Boc a été
réalisée selon les protocoles décrits par ViaudsMasi M.-C’® et Parkar A.A*
respectivementSchéma 22 La réaction deb avec le chlorure de benzenesulfonyle en
présence d’hydroxyde de sodium (NaOH) et de chéorde benzyltriéthylammonium
(catalyseur de transfert de phase) dans le diamiétitane (DCM) conduit au produit protégé
(6) avec un tres bon rendement (98 %). La protedali®b avec le ditert-butyldicarbonate
(Boc)xO en présence du catalyseur basique DMAP (4-dintgéttigopyridine) dans le THF

conduit au produit avec un rendement comparable (90 %).

343 Jurcak J.R., Barrague M., Parkar Agt. al: Preparation of thienopyrazoles as inhibitors raéileukin-2
inducible tyrosine kinase for treating disease®ivimg overproduction of Th2 cytokine like asthniRCT Int.
Appl., WO2005026175005
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N
N
—o | AN \ 1) NaOH (3,0 €q.), CHgN(ED,CI (0,02 éq.) \(p

0=S=0
,L| 2) @—s Cl (1,256q.) 20 T

DCM anhydre, 2 h a t.a.

6 98 %
_ N 7 7 ——
om (Boc),0 (1,2 éq.), DMAP (0,1 éq.) N Om
= =
N THF, ta., 16 h j‘\ /

90 %

Schéma 22 : Protection de I'azote N-1 du 5-méthagzaindole (5)

I-3.2 Formation des dérivés lithiés en positid2

Plusieurs essais ont été nécessaires pour mettpoiat la réaction de lithiation a
partir des dérives et7. La premiere étape a été le choix de la bas@édithdeux bases ont été
testées : LDA et LITMP. Les bases ont été formaesitu a partir des amines secondaires :
DIPA (Diisopropylamine) et TMP (Tétra-méthyl-pipdirie) qui sont mises en présencende
butyl-lithium (n-BuLi) pour former la LDA et LiITMP respectivemetiemploi d’'une solution
de LDA commerciale a aussi été testée. La deuxi@ape a consisté a choisir la température
de formation de l'anion: nous avons testé deuxptgatures: - 78 °C et - 30 °C.
Troisiemement, nous avons optimisé le nombre diédents de base nécessaire pour former
'anion enC-2. Nous avons fait varier ce nhombre d’équivaledgsl,5 a 3,5. La quatrieme
étape a consisté a optimiser le temps de lithiagintie 45 et 90 minutes. Le suivi de la
formation de I'anion erC-2 s’est fait par traitement a I'eau lourde,@) : une aliquote du
mélange réactionnel est plongé dans une ampoube@eUn suivi en RMN du proton de la
disparition du pic correspondant au proton porté lpasommetC-2 (H-2) permet une
guantification de I'anion formé. Le pourcentagenitm est estimé a partir de l'intégration du
pic résiduel de H-2. L&chéma 23 le Tableau 9et le Tableau 10regroupent les résultats

obtenus concernant cette optimisation.
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|
O_ _N \ |

| NN\ LDA ou LiTMP o S\ O Ny
~N  THF, 45-90 min. | Sl H—u
Z N =
| N
GP &P

|
O0=S=0
6 : GP = SO,Ph — — 10 )
7 GP = Boc 8 : GP = SO,Ph Li
9:GP =Boc

GP = Groupement protecteur

Schéma 23 : Lithiation en C-2 a partir des dérivilsprotéges (6) et (7)

. . T Temps o8 0/ o
Entrée| GP Base €q. C) | (minutes) (8) % (10) %" | (6) %
1 | SOPh| LDA 1,5 -78 60 - - 100
2 | SOPh| LDA | 250u30 -78/ 60-90 70 - 30
3 | SOPh | LDA 1,5/1,4 | -78 60 80-90| - 10 - 20
TMEDA
4 SOPh | LITMP | 150y25| -78 | 450u60 | 80-90 . 10 - 20
5 | SGPh| LITMP 1,5 - 30 60 68 - 32
6 | SopPh | LDAou 3,5 - 78 60 70 30 -
LiITMP

*Rendements estimés pgat RMN aprés piégeage ay®
Tableau 9 : Optimisation de la réaction de lithiath en C-2 & partir du dérivé N-
benzeénesulfonyl-5-méthoxy-4-azaindole (6)

Quelque soit le groupement protecteur utilisé (@Raut utiliser un minimum de 2,5
équivalents de LDA pour obtenir 70 % d’anion €2 : 8 ou 9 (Tableau 9 entrée 2 et
Tableau 1Q entrée 1). L’augmentation du temps de formatiet@hion de 60 a 90 minutes
n'a pas permis d’améliorer ce rendemdrrdlileau 9 entrée 2), de méme que 'augmentation
du nombre d’équivalent de 2,5 a 3Tableau 9 entrée 6). L'utilisation du LDA sans additif
présente plusieurs inconvénients quelque soit leutdiBé. Lorsqu’on utilise comme GP le
phénylsulfonyle, il se forme au-dela de 3 équividede LDA, un produit secondaire
correspondant a I'espéce di anionidusou le proton en positio@-2 et le proton en alpha du
groupement S@sont arrachés par la ba3ableau 9 entrée 6).

Lorsqu’on utilise comme GP le Boc, I'utilisation d®A (2,5 éq.) génére 15 % de
produit déprotégéTableau 1Q entrée 1). L'utilisation de la base LITMP (pKa3¥),
légerement plus basique que le LDA (pKa = 36) anperd’améliorer les rendements de
formation de I'anion erC-2 pour les 2 GP utilisés. En effet, l'utilisatiate 1,5 ou 2,5

équivalents de LiITMP a permis d’obtenir 80 a 90 &ntbnoanior8 (Tableau 9 entrée 4).
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L’augmentation du nombre d’équivalent a 3,5 n'a pemis d’augmenter ce
rendement, le pourcentage de monoardatiminue & 70 % d0 a la formation de 30 % de
dianion10 (Tableau 9 entrée 6). Aussi, I'utilisation de 1,5 équivakede LiITMP a permis
d’obtenir 80 a 90 % d’'anior® (Tableau 9 entrée 2). Pour évaluer linfluence de la
température sur la réaction de lithiation, nousnav@alisé un essai a - 30 °C en présence de
1,5 ég. de LITMP Tableau 9 entrée 5). A - 30 °C, I'anio8i est obtenu avec un moins bon
rendement de 68 % alors que plus de 80 % d’aBieont obtenus dans les mémes conditions
a - 78 °C. Pour améliorer la réactivité du LDA, soavons additionné de IMH,N,N’,N-
tétrameéthyléthylenediamine (TMEDA) qui est un ageomplexant du lithium qui va
permettre d'éviter la formation d’aggrégats compgade& molécules de LDA seul. L'utilisation
du mélange LDA/TMEDA (1,5/1,4 éq.) en présencédepermis d’augmenter de 10 a 20 %
le rendement de formation de I'aniBren comparaison avec l'utilisation de LDAableau 9
entrée 3). Concernant le produdit I'addition de TMEDA n’'a pas permis d’améliorer le

rendement de formation de I'ani@r{Tableau 1Q entrée 3).

. . T Temps osd oz oz
Entree| GP Base edg. C) | (minutes) (7) % 9) %° | (5) %
1 Boc LDA 25| -78 60 15 70 15
2 Boc LITMP 15 | -78 60 - 80-90| 10-20
3 Boc | LDA/TMEDA ]i’i/ -78 60 15 70 15

®Rendements estimés gt RMN aprés quenching awO

Tableau 10 : Optimisation de la réaction de lithiah en C-2 a partir du dérivé N-tert-
butoxycarbonyl-5-méthoxy-4-azaindole (7)

Bilan: Quelque soit le GP utilisé ($Bh ou Boc), les conditions optimales pour
former I'anion en positiolC-2 sont une température de - 78 °C et un tempgalgion d’au
moins 45 minutes. Concernant le dérNéenzenesulfonyl-5-méthoxy-4-azainddge nous
avons retenu les deux meilleures conditions LITMB5(ég.) (méthode B, partie
expérimentale) et le mélange LDA/TMEDA (1,5/1,4)dméthode C) pour former I'anidh
Pour le N-tert-butoxycarbonyl-5-méthoxy-4-azaindofe nous avons retenu une condition :
LITMP (1,5 éq.) (méthode B) pour former I'aniéh L'utilisation de LDA seul (2,5 éq.)
(méthode A), s’est avérée étre la méthode la meifisace pour former les aniorsou 9.
Dans le but de fonctionnaliser la position 2 awecrheilleurs rendements, nous avons étudié

la réactivité des anior&et9 vis-a-vis de différents électrophiles.
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I-3.3 Etude de la réactivité des dérivés lithiépasitionC-2 du 4-azaindole

Nous avons étudié la réactivité des ani@nst 9 (Schéma 2% vis-a-vis de trois
électrophiles représentatifs : un chlorure d’'ac{delorure de benzoyle), un aldéhyde (4-
bromo-benzaldéhyde) et un dihalogéne (diiode).eCé&tiide nous a permis de fixer la nature
du GP et la méthode de formation de I'anion powsuide de I'étude de réactivité et la suite
des synthésed ébleau 11 entrés 1-9).

1) Comparaison des groupements protecteBimur deux des électrophiles, le chlorure

de benzoyle et le 4-bromo-benzaldéhyde, les rendisnges produits attendus sont nettement
meilleurs avec le S&Ph que le Boc (comparaison des entrées 1 et 34pais6). Avec le
diiode, des rendements comparables ont été obtemgesles deux GPs (entrées 7 et 9). Etant
donné la plus faible réactivité de I'ani@(GP = Boc), nous avons poursuivi cette étude
uniquement sur I'anio® (GP = SQPh). Le groupement SBh s’avere étre un meilleur GP

gue le Boc pour la fonctionnalisation du somi@ek lors d’'une réaction de lithiation.

D 2,0¢q)
-0 | NS \ -78 <C 3h puis r.t. 18h —0 | AN \
Li - c
7 =
\ THF N
GP &p
8 : GP = SO,Ph E = électrophile

9GP =Boc

Schéma 24 : Etude de la réactivité des dérivésdshen position C-2 (8) et (9)

2) Choix de la méthode pour la réaction de litbiatenC-2 : La comparaison des

rendements obtenus avec les trois électrophildsr(ale de benzoyle, 4-bromo-benzaldéhyde
et diiode) selon les méthodes B ou C montre quadthode C est Iégérement plus efficace
(Tableau 11, en comparant les entrées 1-2, 4-5 et 7-8). Dg jduprocédure de lithiation est
plus rapide a mettre en ceuvre avec la méthode i@ dtmné que I'on peut utiliser une
solution de LDA commerciale. Cette méthode a adtdichoisie pour continuer I'étude de la
réactivité de I'anior8 avec d’autres électrophilesdbleau 11 entrées 10-14). Le chlorure de
benzoyle (entrée 2, 57 %), le méthylchloroformatargée 10, 62 %) et le DMF (entrée 13, 42
%) sont des électrophiles moins efficaces que ¢tenbrbenzaldéhyde (entrée 5, 90 %). La
silylation (entrée 11, 85 %), la stannylation (éetfd.2, 83 %) et la boronylation (entrée 14, 95

%) sont réalisées avec de trés bon rendementsndlegaux produitd8, 19 et 21 peuvent
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étre engagés dans des réactions de couplage peHtalgsées de type Hiyama, Stille et

Suzuki respectivement.

Entrée | Méthodé® GP Produit | Rendement (%)
1 B SO:;Ph | PhCOCI PhCO 11 51
2 C SQPh | PhCOCI PhCO 11 57
3 B Boc PhCOCI PhCO 12 19
4 B SGPh Ceﬁl-4I3CrI-IO Cel-t(?I:OH 13 76
° c SQPh Ceﬁl-4I3CrI-IO Cel-t(?I:OH 13 90
6 B Boc Ceﬂl-4I3CrI-IO Cel-tg HOH 14 o
7 B SO:Ph b | 15 63
8 C SQPh b | 15 74
9 B Boc b | 16 67
10 C SQPh | CICQCH; COCHs 17 62
11 C SQPh | (CH)sSiCl (CHy)sSi 18 85
12 C SGQPh | CISnBy SnBy 19 83
13 C SQPh DMF CHO 20 42
14 C SQPh | B(OCH)3 B(OH), 21 95

3Méthode B : LITMP (1,5 éq.), Méthode C : LDA/ TMED@A,5/ 1,4 éq.) "Rendements des
produits isolés faucun produit isolé, que de la dégradation obsgrfBeoduit non isolé,
rendement estimé pad RMN

Tableau 11 : Réactivité des dérivés lithiés en pgosi C-2 (8) et (9)

En conclusion, nos travaux constituent la premiéreétude exhaustive sur la
réactivité du dérivé lithié en C-2 du 4-azaindole N-protégé 6 vis-a-vis de divers
électrophiles (aldéhydes, chlorures d’acides, méttohloroformate, DMF, chlorure de
triméthylsilyle, chlorure de tributylétain et le tr iméthylborate). La meilleure condition
retenue pour la réaction de lithiation est de formele dérivé lithié en C-2 en présence de
LDA/TMEDA (1,5/1,4 éq.) a -78 °C pendant une heuresuivie de l'addition de

I'électrophile (2 éq.). La température est remontégusqu’a température ambiante
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pendant la nuit. Tous les dérivés 4-azaindoles fotignnalisés en positionC-2 que nous
avons synthétisés (11-21), sont des nouveaux symtBa@ui pourront étre introduits dans
la synthese de produits d’intérét biologique. En paiculier, le potentiel des dérivés iodés
(15), triméthyl silyle (18), tributylétain (19) etacide boronique enC-2 (21) en tant que
produit de départ dans les réactions de couplage pado-catalysées reste encore a étre

exploité, pour augmenter encore la diversité fonatinnelle au niveau du somme€-2.

I-4 Fonctionnalisation du C-5 a partir du 5-méthoxy-4-azaindole

Afin de fonctionnaliser le sommé&t5 du noyau 4-azaindole, notre stratégie a été de
remplacer le groupement méthoxy du défiisbenzenesulfonyl-5-méthoxy-4-azaindélg@ar
un groupement triflate (GBO,) (Schéma 2%. La déprotection du groupement méthoxy est
effectuée en présence d’iodure de triméthylsilyiIEl) et conduit au produR2 avec un trés
bon rendement (88 %J* Cette méthode s’est avérée plus efficace que pedlalablement
décrite qui utilise I'acide de Lewis Alg{chlorure d’aluminium¥’® En effet, ces nouvelles
conditions permettent d’obtenir plus rapidement3(Bhau lieu de 18 h) le prodW® avec un
meilleur rendement (88 % au lieu de 80 %). De fusaitement de la réaction est facilité car
on ne génere pas de sels d’aluminium souvent &it@ d’émulsions qui rendent plus
difficile les étapes d’extraction. Le prod@® est ensuite fonctionnalisé en positiGsb par
un groupement triflate pour conduire au trifl@&@ de facon quantitative en présence de la
base diisopropyléthylamine (DIPEA) et d’anhydrideflitorométhanesulfonique. Ces
conditions sont classiquement utilisées pour inti@dun groupement triflate sur des substrats
hydroxylés**>**® Nous avons ensuite étudié la réactivité du démifléate 23 en I'engageant
dans deux types de réactions de couplage palladbss@es pour former sur le somnb
une liaison C-Gria un couplage de Suzuki d’'une part, et une liaised Ga un couplage de

Buchwald d’autre part.

344 Gesenberg K., Deshpande P.P., Pullockaran A., Bendedong W., Qi G., Pathiran A.C., Castoro J.,
Soundararajan N., Staab, A.: Surprising selectivitthe transformation of dimethoxy azaindol&strahedron
Lett, 2007, 48, 2675-77.

345 proudfoot J.R., Hargrave K.D., Kapadia S.R., Pdt8&., Grozinger K.G., McNeil D.W., Cullen E., Cazb
M., Tong L., Kelly T.A., Ose J., David E., Mauld®1C., Fuchs V.U., Vitous J., Hoermann M., Klundéd.J
Palayakotai R., Skiles J.W., Mui P., Richman D.8ullivan J.L., Cheng-kon S., Grob P.M., Adams Jové&\
non-nucleoside inhibitors of human immunodeficiendyus type 1 (HIV-1) reverse transcriptase. 4. 2-
Substituted dipyridodiazepinones as potent inhibitof both wild-type and cysteine-181 HIV-1 reverse
transcriptase enzymes. Med. Chem1995 38, 4830-8.

346 Campeau L.C., Parisien M., Jean A., Fagnou K.algat¢ Direct Arylation with Aryl Chlorides, Bromigs,
and lodides : Intramolecular Studies Leading to Netg@rmolecular Reactiond. Am. Chem. Sqc2006 128,
581-90.
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TfO

| H
|
O N
X aoub O N . . N
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99 %

80 - 88 %

a) AICI, (10,0 éq.), CH,Cl,, 18 h reflux, 80 % ; b) Nal (1,6 €q.), TMSCI (1,6 éq.), CH,CN, reflux, 3h30, 88 %

Schéma 25 : Synthese du dérivé triflate (23)

I-4.1 Fonctionnalisation dG-5 via un couplage de Suzuki

Rappel sur le couplage de Suzuki

Le couplage de Suzuki est une réaction trés wikksechimie médicinale qui permet la
formation d'une liaison C-C entre une espéce orgmrée (acide, ester boronique ou
trifluoroborate de potassium BiK) et un dérivé halogéné (chloré, bromé ou iodé)uau
triflate (OTf) en présence d'un catalyseur au phlien, un ligand phosphine et une base
(Schéma 263%" Les bases peuvent étre utilisées en solution @gueu en suspension dans
des solvants tels que le dioxane, le DMF, le DMEeTHF. Plus récemment, des sels de
fluor (BFsK) ont été employés avec efficacité lors de coupsdd La réaction de Suzuki a
'avantage d’étre compatible avec de nombreusestiftoms organiques et ne généere pas de

sous-produits toxiques.

R Pd (0)
R—X + R-—B_ —— > R—R
R" Base
R = vinyle, aryle, benzyle, allyle Pd : Pd (PPhy), (0), Pd (dppf)Cl, (I1)
X =1, OTf, Br, Cl Base = Na,CO,, NaOEt, Et,N, K,PO,

R' = vinyle, aryle, alkyle
R" = OH, OR, alkyle

Schéma 26 : Réaction de couplage de Suzuki

347 a) Miyaura N., Suzuki A.: Stereoselective Synthasfi Arylated (E) -Alkenes by the Reaction of Alk-1
enylboranes with Aryl Halides in the Presence dfa@aim CatalystChem. Commurl979 866-7. b) Miyaura
N., Suzuki A.: Palladium-Catalyzed Cross-CouplingaBtions of Organoboron Compoun@fiem. Rey1995
95, 2457-83. ¢) Sambasivarao K., Lahiri K., KashinBth Recent applications of the Suzuki—Miyaura sros
coupling reaction in organic synthesigtrahedron2002 58, 9633-95.

¥8Darses S., Genet J.P.: Potassium Organotriflusateés: New Perspectives in Organic Synthe3iem. Rey.
108 2008 288-325.
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Le cycle catalytique du couplage de Suzuki est as@ple quatre étapeschéma 27 :
1) L’'addition oxydante le palladium s’insere dans la liaison R-X et ggasdu degré

d’oxydation 0 a Il. Le choix des ligands du palladi influe sur la réactivité. Des ligands
volumineux et riches en électrons accélerent kssit de I'étape d'addition oxydante.

2) L'activation : La base déplace le groupe partant X, ce quvedti complexe palladié (de
degré d’oxydation Il) généré.

3) La transmétallation I'acide boronique est préalablement transforméel en présence de

la base ce qui augmente la nucléophilie du grouperRé et accélere son transfert sur le
palladium (transmétallation).

4) L'élimination réductrice la nouvelle liaison C-C se forme et le produitaf R-R’ est

libéré. L’élimination est dite réductrice car le¢agseur Pd (0) est régénéré.

R—
PdL, (0)
Elimination Addltlon
Réductrive oxydante

Pd(II)
Pd (||)

NaOH
B(OH),Na
Actlvatlon
Transmétallation Pd (”)
R OH

RB(OH), — ——= RB(OH);Na
2

Schéma 27 : Cycle catalytique du couplage de Suzuki

Plusieurs acides boroniques aromatiques et héténadiques ont été engagés dans
des réactions de Suzuki a partir du com@&&élles ont été réalisées avec seulement 1 % de
palladium tétrakis triphénylphosphine (Pd(Bfh une solution aqueuse de carbonate de
potassium (3,0 €q.), 1,5 éq. d’acide boroniquegftux du solvant composé d’'un mélange
toluéne/éthanol (2/1)Schéma 28 Tableau 12. Ces conditions se sont avérées tres efficaces

pour fonctionnaliser le dérivé triflagg.3493%°

39 Jacquemard U., Routier S., Dias N., Lansiaux Ag$3ens J.F., Bailly C., Mérour J.Y.: Synthesi&,6f and
3,5-diphenylpyridine derivatives for DNA recogniti@and cytotoxicityEur. J. Med. Chem2005 40, 1087-95.
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TfO— Ny (het)ArB(OH), (1,5 éq.)  (het)Ar— Ny \
| N Pd(Phy), (1 % mol) m
Z N K,CO, 1M (3,0 éq.) N
(0] 0=S=0

=S=0
Toluéne/ EtOH (2/1)
23 Reflux 24-32

Schéma 28 : Conditions utilisées pour le couplageSuzuki a partir de (23)

Entrée Ar Temps (h) Produit | Rendement (%)

1 2 24 95

P < > ;

—
2 é 3 2 25 70
3 ‘S 2 26 96
N= 2 27 78

4 \ 7

5 ow@? 1,5 28 91

5 29 17

2,5 30 88

"Rendements des produits isolés
Tableau 12 : Réactions de couplage de Suzuki aipait dérivé 23

%9 Doherty G.A., Kamenecka T., McCauley E., Van Rier Mumford R.A., Tong S., Hagmann W.H\:aryl
2,6-dimethoxybiphenylalanine analogues as VLA-&gahists. Bioorg. Med. Chem. Le2002 12, 729-31.
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La plupart des acides boroniques aromatiques adat@hatiques monosubstitués en
ortho, méta et para ont donné de trés bons rendements de couplageisugéa 90 %
(Tableau 12: entrées 1, 3, 5 et 8). Dans le cas des pro@at7 et 30, les réactions
semblaient totales sur les plagues CCM, par comsgqles diminutions des rendements
observées (70-88 %), sont dues a la purificatiomwege produits. Le compo®® est obtenu
avec un rendement modeste de 17 % (entrée 6).f&h lef réaction de couplage n’évoluait
plus méme aprés 5h de reflux. Ce résultat peutpBtuer par l'augmentation de
'encombrement stérique engendré par les 2 atoraeshlbre erortho et ortho’ (entrée 7).
Les conditions de couplage ont aussi permis d’ebtenbon rendement avecNeBoc-indole

trifluoroborate de potassium préparé au sein deeaboratoire (69 %, entrée 3.

En conclusion, notre méthode utilisée pour les rédons de couplage de Suzuki,
(Pd(PPhs)4 (0,01 éq.), KCO3 1M (3,0 éq.), acide boronique (1,5 €g.), a reflidu mélange
toluene/éthanol (2/1) s’est avéree tres efficace gque soit les acides boroniques engageés
dans la réaction : aromatiques, hétéroaromatiquesmonosubstitués enortho, para ou
méta disubstitués ou trifluoroborate de potassium (BEK). De trés bons rendements
compris entre 69 et 96 % ont été obtenus avec cetteéthode. La seule limite fut

observée avec des acides boroniques tres encombreés.

I-4.2 Fonctionnalisation dG-5 via un couplage de Buchwald

Le deuxieme objectif était de réaliser 'aminatotala positiorC-5 du triflate23. Les
premiers essais pour réaliser une substitutionéoptlile directe du groupement triflate se
sont avérés inefficaces. Par conséquent, nous aypté@gpour la réaction de couplage pallado-
catalysée de Buchwald-Hartwig qui est une méthadeaznment utilisée pour les aminations

des cycles aromatiques et hétéroaromatidifes.

1 Kassis P., Bénéteau V., Mérour J-Y., Routier SataBsium [1-(tert-Butoxycarbonyl)-1H-indol-2-
ylJtrifluoroborate as an efficient building blockn ipalladium-catalyzed Suzuki-Miyaura cross couging
Synthesis2009 14, 2447-53.

%2 a) Hartwig J.F.: Transition Metal Catalyzed Sysstkeof Arylamines and Aryl Ethers from Aryl Halidasd
Triflates: Scope and MechanistAngew. Chem. Int. Ed1998 37, 2046-67. b) Yin J., Buchwald S.L.: Pd-
Catalyzed Intermolecular Amidation of Aryl HalidéBhe Discovery that Xantphos Can Be Trans-Chelatira
Palladium ComplexJ. Am. Chem. Sq002 124, 6043-48. c) Yang B.H., Buchwald S.L.: Palladiuatatyzed
amination of aryl halides and sulfonatdsOrganomet. Cheml999 576, 125-46. d) Ahman J., Buchwald S.L.:
An Improved Method fort he Palladium-Catalysed Aation of Aryl Triflates. Tetrahedron Lett 1997 38,
6363-66. €) Wolfe J.P., Buchwald S.L.: PalladiumaBaed Amination of Aryl TriflatesJ. Org. Chem1997,
62, 1264-1267. f) Louie J., Driver M.S., Hamann BHartwig J.F.: Palladium-Catalyzed Amination of Aryl
Triflates and Importance of Triflate Addition Rafe.Org. Chem 1997, 62, 1268-73. g) Wolfe J.P., Tomori H.,
Sadighi J.P., Yin J., Buchwald S.L.: Simple, Effici Catalyst System for the Palladium-Catalyzedation of
Aryl Chlorides, Bromides, and Triflate3. Org. Chem 2000 65, 1158-74.
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Rappel sur le couplage de Buchwald-Hartwig

De méme que pour le couplage de Suzuki, le couglageuchwald-Hartwig est une
autre réaction trés utilisée en chimie médicinaliepgrmet cette fois de former une liaison C-
N entre une amine primaire ou secondaire et urvédralogené ou triflate en présence d'un
catalyseur au palladium, un ligand phosphine ethase $chéma 29.3°?Les bases peuvent

étre utilisées en solution dans des solvants teddejdioxane, toluéne ou le DME.

,R"  Pd (0), Ligand R
R—X + R—N_ R—N
H Base \R‘
R =aryle Pd : Pd (dppf)Cl, (I1), Pd,dba, (0), Pd(OAc), (II)
X =1, OTf, Br, Cl Ligand : tri-o-tolyl-phosphine,
R' = aryle, alkyle 2-(di-tert-butylphosphino)biphényl, Xantphos
R" = H, aryle, alkyle Base = t-BuONa, KOH, K,CO,, Cs,CO,

Schéma 29 : Réaction de Buchwald-Hartwig

Le mécanisme de la réaction de Buchwald-Hartwigestposé des mémes étapes que

la réaction de SuzukF{gure 53).

H
Ar—
Ar—X
PdL, (0)
EI|m|nat|on Addltlon
Reductnce Oxydante
déplacement directe de
Ar I'nalogene par I'amine
Pd I
L N(H)R HOtBu AT
Pd (1n

NaX RNH
2 L} X
Pd () NaOtBu

NaOtBu
Activation
e

Ar OtBu

intermédiaire NaX
alkoxy

tBuOH

Transmétallation ’

RNH,

Figure 53 : Cycle catalytique du couplage de BucHdrdartwig

Le cycle catalytique débute par I'addition oxydadtePd(0) dans la liaison Ar-X. La
deuxiéme étape consiste a substituer le groupamaxt sur le complexe palladié (ll). Cette
substitution peut se faire selon 2 voies : sogrieupement X est déplacé par la base et il se
forme un intermédiaire alkoxy*® Soit il est directement déplacé par I'amine aprés
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intervention de la base pour arracher un prototadgine 329 9 Ces deux voies sont suivies
de la transmétallation du complexe palladié (IB.derniere étape est I'élimination réductrice
au cours de laquelle se forme la liaison C-N. Liamaromatique souhaité est libéré et le
catalyseur Pd(0) est régénéré.

Difféerents types d’amines (primaires, secondairediphatiques, aromatiques,
cycliques ou acycliques), amides (aliphatiquesinatamues) ainsi qu’une urée, un carbamate
et un sulfonamide furent choisi pour augmenter ilerdité en positionC-5 et évaluer
'étendue et les limitations de cette stratégieinAde choisir la base, le catalyseur au
palladium et son ligand, trois conditions opéra®iont été testées a partir de la 4-méthoxy-
phénylamine et du triflat23.

La premiére méthode, inspirée des travaux de Buchsw les aryles nonaflaté®
utilise le Pddba(0) (0,03 €q.), le ligand : Xantphos (0,02 éq)bkse DBU (2,5 éq.) et
'amine (1,5 éq.) dans le toluene. La réaction a@ptage est réalisée sous irradiation micro-
onde pendant 30 minutes a 150 °C. Selon cette mietHe produit33 est obtenu avec un
rendement de 63 %. La deuxiéme méthode, aussiréesges travaux de Buchwaft,utilise
la méme source de palladium et le méme ligand.diizgl (0,03 éqg.), Xantphos (0,045 éq.).
Dans ce cas, une base inorganique, le carbonatésiigm CgCOs (1,5 €q.) est utilisée. La
réaction de couplage est achevée au reflux du deaprés 3 heures, pour conduire au
produit33 avec 54 % de rendement. Enfin pour la troisiémthate testée, seule la nature du
solvant differe. Le remplacement du dioxane paoleene a permis d’obtenir le prod&8
avec un excellent rendement de 98 Vakleau 13 entrée 1). Cette méthode fut ensuite
appliguée au reste des amines et ami8ekdma 30 Tableau 13. Les temps de réaction au
reflux du toluene varient selon les amines ou amétesont indiqués dansTableau 13

N . .
Tfo [T\ RNH, (1.2 éq), Cs,CO5 (15 €., |
Z N Pd,dba, (0,03 éq.), Xantphos (0,045 éq.) |

Toluéne, reflux 0-%=0
23
33-45

Schéma 30 : Conditions utilisées pour le couplageBlichwald a partir de (23)

¥3Tundel R.E., Anderson K.W., Buchwald S.L. : Expedigadladium-Catalyzed Amination of Aryl Nonaflates
through the Use of Microwave-Irradiation and Solubkganic Amine Based. Org. Chem.2006 71, 430-33.
%4 ¥in J.J., Buchwald S.L.: Palladium-Catalyzed Inmetecular Coupling of Aryl Halides and Amides.
Org.Lett, 200Q 2, 1101-04.
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) Temps .| Rendement
Entrée R-NH- (h) Produit (%)
1 \o@wz 1 33 08
NH2
2 di 3 34 91
N/
3 OCNH 2,5 35 80
4 \Ms/NHz 7 36 23
—0
5 @_/NHZ 7 37 25
ase 3 94
6 Y 38
NH,
7 ﬂo 1,5 39 99
H
N O
8 q 6,5 40 79
(@]
9 /\OLNHZ 2,5 41 72
7\ NH,
10 N 24 42 55°
O
Il
11 @ENHZ 24 43 o°
H
N.__NH,
12 C( T 1 44 77
NH
13 55 | 45 66

*Rendements des produits isofd= toluéne a été remplacé par le dioxane afin diamnet la
solubilité de I'isonicotinamide. (37 % de rendemehtenu avec le tolueén€Beul le produit
de déparR3 est isolé.

Tableau 13 : Réactions de couplage de Buchwald éipdu dérivé 23

Concernant les amines, une amine primaire aromatiguméthoxy-phénylamine,
entrée 1) et une amine primaire hétéroaromatiguedgiyl-quinolin-4-ylamine, entrée 2) ont
été couplées avec des rendements quasiment qtitm(R8 % et 91 % respectivement). Cette
méthode permet aussi l'introduction efficace dentarpholine, une amine aliphatique
secondaire (entrée 3, 80 %). A l'inverse, une alkyhe linéaire ri-hexylamine, entrée 4) et
la 4-méthoxy-benzylamine (entrée 5) ont donné dmslements limités de 23 et 25 %

respectivement. Dans ces deux cas, les diversedites d’amélioration des rendements en
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remplacant le solvant par le dioxane, la sourcpaledium par Pd(OAg) en augmentant le
nombre d’équivalents d’amines jusqu'a 4 ainsi gaediminution de la température de
réaction a 80 °C ou l'utilisation des micro-ondss sont avérées inefficaces.

Concernant les amides, un amide aromatique (bedearsntrée 6) ou aliphatique
acyclique (acétamide, entrée 7) ont conduit a akewts rendements de 94 et 99 % (entrée
13) avec un rendement satisfaisant de 66%.respentint. Un amide secondaire (pipéridin-2-
one, entrée 8), le carbamate d’éthyle (entrée 9n gthénylurée (entrée 12) conduisent
également a de bons rendements de 79, 72 et 7gécterzement. La légere diminution des
rendements résulte des difficultés de purificagbmon de I'avancement de la réaction. Une
diminution du rendement de couplage est observéer amn amide hétéroaromatique
(isonicotinamide, entrée 10). En effet, le prodifitest obtenu avec un rendement de 37 %
dans le toluéne. Le remplacement du toluéne pdiobeane permet d’améliorer la solubilité
de l'isonicotinamide et augmente ainsi le rendengebb %. La seule limitation concerne le
phénylsulfonamide (entrée 11) ou seul le produitiéleart est isolé. Toutes les tentatives pour
obtenir le produit de couplage correspondkihdnt échoué.

Enfin notre méthode, permet aussi de coupler umeei@romatique, la benzophénone
(entrée 13) avec un rendement satisfaisant de 66%.

En conclusion, la méthode de couplage mise au point pour I&l-arylation du
sommetC-5 du noyau 4-azaindole (amine (1,2 éq.), €03 (1,5 éq.), Padbas (0,03 éq.),
Xanthphos (0,045 éq.) au reflux du toluene) s’estvarée trés efficace pour le couplage
des amines primaires aromatiques et hétéroaromaticgs (91-98 %), les amines
secondaires cycligues (80 %), les amides aromaticri€94 %) et aliphatiques cycliques
(79 %) ou acycliques (99 %), les carbamates (72 %lgs urées (77 %) et les imines (66
%). Les limites de cette méthodologie sont les allgs amines acycliques (23 %), les
benzylamines (25 %) et les sulfonamides avec lesdpida réaction de couplage ne

marchent pas.

Pour le couplage des alkylamines linéaires, des bamamines et des sulfonamides

d’autres conditions décrites pour les aryles halogés ou triflates pourront étre

)355

explorées comme le remplacement du palladium parigdure de cuivre (Cul)™” ou le

%% 3a) Kwong F.Y., Klapars A., Buchwald S.L.: Coppeat@lyzed Coupling of Alkylamines and Aryl lodides:

An Efficient System Even in an Air Atmosphererg. Lett, 2002 4, 581-84. b) Kwong F.Y., Buchwald S.L.:
Mild and Efficient Copper-Catalyzed Amination ofyABromides with Primary Alkylaminerg. Lett, 2003
5, 793-96. c) Deng W., Liu L., Zhang C., Liu M., G@X.: Copper-catalysed cross-coupling of sulfordesi
with aryl iodides and bromides facilitated by amamwd ligandsTetrahedron Letf.2005 46, 7295-98. d) Shafir
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changement de la base carbonate de césium par unaske plus forte letert-butanolate de
sodium (NaOtBu) et le remplacement du Xantphos pard’autres ligands (BINAP,
DPPF)3%°

I-5 Synthese des inhibiteurs disubstitués eN-1 etC-5 du 4-azaindole

La voie de synthése optimisée pour obtenir les yitedubstitués en positidd-1 et
C-5 du noyau 4-azaindole est décrite ci-dessous leghshéma 31 Le triflate 23 est engagé
dans une réaction de couplage pallado-catalyséype Buchwald avec la 4-chloro-3-
trifluorométhyl-phénylamine selon les premiéresditans décrites précédemmeént. Aprés
30 min d'irradiation micro onde a 150 °C, le pradif est obtenu avec un trés bon rendement
de 96 %. A partir du compodgd, 2 voies de synthése sont possible.

Selon la voie a}$6 est déprotégé en milieu basique par le TBAF (filvede tétrax
butylammonium) pour conduire & l'intermédiaid@3°">°® Selon la voie b) le groupement
amino en positiorC-5 du composé6 est protégé sélectivement par un groupement Boc en
présence de dert-butyldicarbonate ((BagO) et DMAP pour conduire au proddi8 avec un
rendement de 90 %. L’azote indolique du déddcest ensuite déprotégeé en milieu basique
par le TBAF pour conduire a lintermédiairé9 avec un rendement de 99 %. Les
intermédiairest7 ou 49 nous serviront de produits de départ pour la cosal®n en milieu
basique de différents chlorures d’acides avec déstisuants R variables (électrodonneur,

A., Buchwald S.L.: Highly Selective Room-Temperaturepfer-Catalysed C-N Coupling Reactiods.Am.
Chem. So¢2006 128 8742-43.

3% 2) Wolfe J.P., Buchwald S.L.: Palladium-Catalygedination of Aryl Triflates.J. Org. Chem.1997 62,
1264-67. b) Ahman J., Buchwald S.L.: An Improvedthoe for the Palladium-Catalysed Amination of Aryl
Triflates. Tetrahedron Letf.1997,38, 6363-66. c) Louie J., Driver M.S., Blake C.H., Heg J.F.; Palladium-
Catalyzed Amination of Aryl Triflates and Importanof Triflate Addition RateJ. Org. Chem.1997,62, 1268
73. d) Yang B.H., Buchwald S.L.: Palladium-catalyzemination of aryl halides and sulfonatésOrganomet.
Chem, 1999 576, 125-46. e) Wolfe J.P., Tomori H., Sadighi J.Pin ¥., Buchwald S.L.: Simple, Efficient
Catalyst System for the Palladium-Catalyzed Amaratof Aryl Chlorides, Bromides, and Triflate3. Org.
Chem, 200Q 65, 1158-74. f) Ali M.H., Buchwald S.L.: An Improvelflethod for the Palladium-Catalyzed
Amination of Aryl lodidesJ. Org. Chem.2001,66,256065. g) Burton G., Cao P., Li G., Rivero R.: Palladi
Catalysed Intermolecular Coupling of Aryl Chloridesd Sulfonamides under Microwave Irradiatiomg. Lett,
2003 5, 4373-76. h) Fors B.P., Watson D.A., Biscoe MBuchwald .L.: A Highly Active Catalyst for Pd-
Catalyzed Amination Reactions: Cross-Coupling Reast Using Aryl Mesylates and the Highly Selective
Monoarylation of Primary Amines Using Aryl Chlorisled. Am. Chem. SqR008 130, 13552-54.

%7 déprotection indole : Yasuhara A., Sakamoto T.ptection ofN-sulfonyl nitrogen-heteroaromatics with
tetrabutylammonium fluoridél'etrahedron Letf 1998 39, 595-596.

%8 déprotection 7-azaindole : Routier S., AyerbeMérour J.Y., Coudert G., Bailly, C., Pierré A., Bfier B.,
Caignard D.H., Renard P.: Synthesis and biologiwaluation of 7-azaindolocarbazol@®trahedron2002 58,
6621—-6630.
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électroattracteur, accepteur et/ou donneur deohaisydrogene). Le groupement Boc est

ensuite déprotégé en fin de synthese en milieleacid

0 (e]

(Boc),0 (2,0 éq.)
N\ \ —Q-NH (1,5 éq.) CF, D/ DMAP (0,1 éq.) DMAP 01€4) cr, NN A
¥
N Pd,dba, (0,03 & Xantphos \L)\/> D/ |
23 so ph (O, 02 e; § DBUq(Z) 5 éq. )p 20 P:HF L. 16 cl Z ,?‘
96 % 48 SO,Ph
Toluéne; M.O., 30 min, 150 T
90 %
TBAF (10,0 éq.) )
H THF, reflux, 16 h TBAF (10,0 €q,)
C N THF, reflux, 16 h

Fy N
D "
al Z N voiea) CFs NN N )(
| /)Y(\ i cl \ \|//

H
CF. N
16-86 %* R1 47 90 % 3:©/ m
* Rendements obtenus selon la voie a) cl 7
: 49
OYOJV Voie b) 99 %
CF, N N i
AN \ 1
TFA/ CH,CI, (1/6) j@/ m

ta., 7h

50, 52-59

I—=2_ o

51, 60, 61 2.8

Cl

i:1) NaH (1,5 éq.); THF, 0C, 1 h; 2) OJ\CYRZ (1,3 éq.), 16 h, t.a.
U
Z X<
R1

Schéma 31 : Voie de synthése utilisée pour accaaer produits finaux disubstitués en N-1
et C-5 du noyau 4-azaindole

Afin de réaliser la condensation des chloruresidé&sc selon la voie a) ou b), nous
avons comparé les résultats obtenus pour la coatienslu chlorure de 4-méthoxy-benzoyle.
Selon la voie a) le produit désifD est obtenu en deux étapes a partird@eavec un
rendement global de 66 %. L'utilisation de I'hydrute sodium (NaH) permet d’arracher avec
une bonne sélectivité le proton de I'azote indaigBelon la voie b) le compoS6 est obtenu
en 4 étapes, en passant par I'intermédiiravec un rendement global de 74 %. Méme si le
rendement global a partir dé est Iégerement plus élevé pour la voie b), noamsehoisi
d'utiliser la voie a) plus rapide pour condenser d¢bdlorures d’acides qui ne nécessitent pas
d’étape ultérieure de fonctionnalisation.

Afin de connaitre I'implication éventuelle du grampent NH en positio®-5 du 4-
azaindole, quelques composés ont été synthétiséslegroupement NH protégé par un Boc
(51, 60et 61), d'autres produits possedent le groupement mgtens 62, 63) (Schéma 32.

Ces derniers sont issus de la condensation desiodsod’acides dans les mémes conditions a
partir du dérivé 5-méthoxy-4-azaindde
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Cl

(l) N, 1) NaH (1,5 éq.); THF, 0T, 1 h om
oo e
2) )
_R2 (1,3éq.),16 h, ta. o
5 O | \IY
X R1 62-63

Iz

Schéma 32 : Synthese des produits finaux en sérméihoxy-4-azaindole fonctionnalisée

en N-1

Selon la nature du chlorure d’acide et le niveaudidiiculté de la purification, les

rendements de I'étape de condensation des éledasplarient de 18 a 94 %l dbleau 14,

entrées 1-14). Pour la plupart des chlorures déscehgagés les rendements de condensation

sont compris entre 62 et 84 %.

Les principales difficultés rencontrées concerrargynthese des produifs, 55 et

56. Les produitss3 et 56 sont obtenus avec des rendements de 23 et 21 Bisem de la

dégradation des produits formés sur la colonnélide snéme apres neutralisation de la silice

en utilisant 2 % de triéthylamine dans les solvaetpurification.

Le produit55 a été synthétisé a partir & dans le but d’apporter un groupement

amide donneur et accepteur de liaison d’hydrog8obhdma 33.

1) EtNH, (3,3 éd.), AMe; ¢,

H

N N\

(36 éq.); 2h,0C :©/ m

o) al Z N

52 OMe  2) DCM, reflux, 16h o
0 55

18 %

Schéma 33 : Synthese du produit 55

+

l/

NH

CF,

Cl

o

47
77 %
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Entrée | X | Y R1 R2 R3 Produit | Rendement (%)
CF,
1 |clc| ocH H a@“ 50 73
A
CF,
2 |c|c| coocH Hoo|, ' 52 73
v
CF,
3 |clc| cn H C,@H 53 23
v
CF,
4 |c|N cl . C,@H 54 79
A
CF,
5 |c|c| CONHEt H C,@H 55 1§
v
CF,
6 |c|c H CN C,@H 56 21°
A
CF,
7 |N|cC i cl C,@H 57 62
v
go N CF,
8 |c|c H s @H 58 58
INI c. {
CF,
o |cl|c H NG C,@“ 59 72
v
CF,
10 [c|c| ocH H c.@f‘” 51 o’
v
CF,
11 | c|C H NG C,@N/B“ 60 g2
\.
CF,
12 |cl|c Br H q%}fm 61 67
L
13 |C|N cl i OCH 62 84
14 |c|c H NG OCH; 63 62

*Rendements des produits isolfgégradation pendant la purification sur colorfinendement de la
réaction de transformation de I'ester en amidertirge 52, “produit synthétisé selon la voie b.

Tableau 14 : Produits finaux issus de la condensatide différents chlorures d’acides sur
'azote N-1 du noyau 4-azaindole
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La transformation de la fonction ester en amidéaéalisée en présence de triméthyl
aluminum et déthylamine au reflux du dichlorométha pendant une nuft?
Malheureusement, le prodyi¥ est obtenu majoritairement (77 %) alors que |l&pitd5 est
obtenu avec 18 %. Ce faible rendemsartait dU a I'instabilité de la liaison amide foemen
position N-1 du 4-azaindole dans ces conditions. Un autrai esffectué a température
ambiante n'a pas permis lI'avancement de la réactidautre stratégie envisagée pour
apporter un groupement donneur et accepteur dmiidnydrogene fut de partir du produit
bromé61 et de réaliser un couplage pallado-catalysé daeéthmide selon les conditions de
Buchwald décrites plus hautS¢héma 34 Malheureusement cette réaction a conduit
exclusivement a la formation du prodd® ce qui confirme I'hypothése de la fragilité de la

liaison amide en positioN-1 en présence d’un nucléophile.

I|30c
CF, N._N CF N._N
AN 3
JORbS JORSS
=
Cl N cl Z N
(e}

) )\@L o Y

90 %
i © CH;CONH, (1,2 éq.), Pd,dbay, (0,03 €q.), Xantphos (0,045 éq.), Cs,CO; (1,5 éq.), Dioxane, 100°C, 90 min

Schéma 34 : Essai de couplage du composé (61) Baeétamide

Par conséquent, une fois le chlorure d’acide brarsthi le sommel-1 du noyau 4-
azaindole, il sera plus difficile d’ajouter une wmelle fonctionnalisation du produit car la
nouvelle liaison amide formée sur le somiket semble trés fragile.

Afin d’apporter un groupement donneur de liaisodrbgene, les fonctions nitro des
produits 59, 60 et 63 ont été réduites en amine en présence d’hydrogene conduire

respectivement aux produitd, 65 et66 (Schéma 3%.

#9vivier M., Jarrousse A.S., Bouchon B., Galmier MAuzeloux P., Sauzieres J., Madelmont J.C.: Rigkry
studies of new proteasome inhibitors in the turacgeting approach: synthesis and in vitro cytotoxid. Med.
Chem, 2005 48, 6731-40.
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R
N H, Pd/C, 50 psi Z~N

NO, NH

071\©/ EtOH, 4-7 h, t.a. O)\©/ 2

59, 60, 63

64 (79 %), 65 (81 %) 66 (83 %)
CF

3 CF,
H
59,64 : R = C|4©7NM 60,65 : R = C,ON'BOC 63,66 : R = OMe

B

Schéma 35 : Synthése des composés (64), (65) ket (66

En conclusion, nous avons mis au point une voie dgnthese multi étapes a partir
du synthon de baseN-benzenesulfonyle-5-méthoxy-4-azaindole 6 qui a pers de
synthétiser une premiére série de 17 composés (puats 50-66), fonctionnalisés en
position N-1 et C-5 du noyau 4-azaindole (Schéma 36). Ces produitsrag fonctionnalisés
en N-1 par un groupement hétéroaryle ou aryle cétone (X Y= C, N) substitué enpara
(R1) ou méta (R2) par des groupements variables électrodonneurgOCHj, CI)
électroattracteurs (NO,, Br) accepteurs et/ou donneurs de liaison hydrogen(CONHEt,
CN, NH,, pyrazine) dans le but d’interagir avec la poche AP de Raf-1. Nous avons
aussi fait varier la nature du substituant sur le smmet C-5 (R3). Pour mimer le cycle C
du Sorafenib, la 4-chloro-3-trifluorométhyl-phénylamine est accrochée au sommei-5
via une réaction de couplage pallado-catalysée de typBuchwald a partir de
lintermédiaire triflate en C-5. Afin de mesurer I'impact de I'apport de cette ilaision NH
en position C-5 sur I'activité inhibitrice, d’autres produits ont été synthétisés avec la

liaison NH protégée par un groupement Boc ou possadt un groupement méthoxy en

position C-5.
Série 1
I
| R3 N\ HN (0]
O Ny N |B/ N HooH
N Z N
D = L= T N
) o ~Ny” cl 0N
6 SO,Ph |A/ i L
“R1 3 ]
50-66 Sorafenib
CFS CF,
R1 = H, OCH,, COOCH,, CONHEY, CN, Cl, Br R3 = H /Poc
cl N . cl N, OCH,
R2 = H, CN, Cl, NO,, NH,, _O\[Nj/é Y S
X=CN N
Y=CN

Schéma 36 : Premiére série de produits finaux syétikés
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[-6 Synthese des inhibiteurs disubstitués e@-2 etC-5 du 4-azaindole

La synthése des inhibiteurs disubstituésCe? et C-5 du 4-azaindole débute par la
réaction de lithiation en positioB-2 du synthonN-protégé6 réalisée selon la méthode
optimisée B décrite précédemmeichiéma 37. Afin d’introduire une fonction cétone en
position C-2, deux méthodes sont possibles : une méthodetelist une méthode indirecte.
La méthode directe consiste a faire réagir suidiaenC-2, un chlorure d’acide. Dans le cas
de la méthode indirecte, un aldéhyde est condensd’aion en C-2 conduisant a la
formation d’'une fonction alcool secondaire qui seweydée en cétone. Ainsi plusieurs
aldéhydes et chlorures d’acides aromatiques etdegtamatiques fonctionnalisés para par

différents groupements R ont été utiliséalfleau 15.

Y R
~
0 I Ns D LTMP (15 éq.), THF, -78 T, 60 min /Om J;J/ X = CO, CHOH
X Y=CN
Z N 2)E*(2,06q.), -80C, 3 h puis t.a. 16 h Z N R=H Cl. Br, CN
SO,Ph

6
SO,Ph > 11,13, 67-69

32-80 %

Schéma 37: Condensation des différents chloruresacitles et aldéhydes pour
fonctionnaliser le C-2 du synthon (6)

o /Y R
N
- m\x \l
Z N
So,ph
Entrée E+ X Y| R |Produit{Rendement (%)
O,
1 H > CcoO C| H 11 51
Cl
2 |V N\ 4| co |N|c | 67 32

O,

3 >—<\ }r CHOH | C| Br 13 76
] B
O

4 CHOH | C| CN 68 80

5 /\_, | CHOH | N| Br | 69 50

"Rendements des produits isolés

Tableau 15: Condensation des différents chlorured'acides et aldéhydes pour
fonctionnaliser le C-2 du synthon (6)
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Comme décrit plus haut, I'étude de la réactivitél'daion en positionC-2 issu du
produit6 a montré que les chlorures d’acides conduisemt @ains bons rendements que les
aldéhydesTableau 15 comparaison des entrées 1, 2 avec 3-5).

Concernant les aldéhydes aromatiques, les rendsmdentondensation obtenus sont
compris entre 70 et 80 %. Le moins bon rendementl#gnu pour le 6-bromo-pyridine-3-
carbaldéhyde qui a conduit au prodé@ avec un rendement de 50 % (entrée 6). De méme
gue pour les aldéhydes, le chlorure d’acide hétématique, chlorure de 6-chloro-
nicotinoyle (entrée 2, 32 %) a donné un moins xdement que le chlorure de benzoyle
(entrée 1, 51 %).

Etant donné que nous avons choisi la fonction @pour lier un cycle aromatique a
'azaindole, les aldéhydes sont les électrophileschoix. La fonction alcool secondaire
générée lors de la condensation des aldéhydeqssitee oxydée en cétone en présence de
dioxyde de manganése pour conduire aux prodiftg2 avec de trés bons rendements,
compris entre 70 et 100 %4dbleau 16.3%°

X R /X R
o. _N Z MnO, (10,0 éq.), NaCl (4,0 éq.) O~ Ny |
| N ~ | P A\ X
= N ou THF reflux, 16 h Noo
SO,Ph 71-100 % 072 O
13, 68-69
Entrée X R Produit de départ Produit Rendement (%)
1 C Br 13 70 100
2 C CN 68 71 70
3 N Br 69 72 90

"Rendements des produits isolés

Tableau 16 : Oxydation de la fonction alcool secama générée lors de la condensation
des aldéhydes

Par la suite, nous avons montré que la méthodeégeotdtction du meéthoxy par
liodure de triméthylsilyle utilisé pour le synthdst** est aussi efficace pour les dérivés
fonctionnalisés erC-2. Par exemple, les produif® et 72 ont conduit respectivement aux
produits73 et74 avec d’excellents rendements de 82 et 90 &blkeau 17).

30 Marco J.L.: Improved preparation of N-propargy{82benzyloxyindolyl)methylaminel. Heterocycl. Chem.
1998 35, 475-6.
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_O_N = | R TMSCI (1,6 éq.), Nal (1,6 éq.) o E = | R
| TN x B
Z NS CH,CN, reflux, 2,5 - 3,5 h X N
70,72 SO,Ph 82-90 % 5 74 SO,Ph
Entrée X R Produit de départ Produit Rendement (%)
1 C Br 70 73 82
2 N Br 72 74 90

Rendements des produits isolés

Tableau 17 : Déprotection du groupement 5-méthoxgsgroduits fonctionnalisés en C-2

A partir du produit70, nous avons élaboré une stratégie de syntheseeftaninde
remplacer I'atome de brome par un groupement dahaegepteur de liaison hydrogéne tel
gu'un groupement amide et de remplacer le grouperBeméthoxy par un hétérocycle
(Schéma 33 Le produit70 est d’abord engagé dans une réaction de couplaligdp-
catalysée de Buchwald avec l'acétamide selon lahodélogie mise au point
précédemment? Le produit75 est obtenu avec un trés bon rendement de 91 %hdr’'é
méthylique du sommei-5 est ensuite déprotégé en présence d’iodurerdéthylsilane pour

conduire au produif6 avec un bon rendement de 86 %.

Pd,dba, (0,03 éq.)
Br Xantphos (0,045 éq.)

o
N ) N NH TMSCI (1,6 éq.), H \154
S Cs,CO, (1,5 éq.) S Nal (1,6 éq.) N N
& N CH,CONH,, (1,2 & & N .
s 2 (1,2€q) CH,CN, reflux, 3,5 h N o
SO Ph Dioxane, 100, 90 min 50 Ph 76 SO,Ph
91%

86 %
(Tf0),0 (1,2 éq.)

N o Pyridine
N \Fo O \NfH 0 <C, 10 min
z NH ZTB(OH), (15€6d)  TfO '

| puis 12 h, t.a.
~

N N | N
| A\ 3 A N

N N K,CO,; 1M (3,0 éq.) | ©

o Pd(PPh,), (1,0 % mol.) 77  SO,Ph

78 SO,Ph Toluéne/EtOH (2/1) 98 %
80 %
2 h, reflux

TBAF (10.0 éq.)
THF, reflux 16 h

79
74 %

Schéma 38 : Voie de synthese utilisée pour accédeproduit final (79)
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L’étape suivante est la formation du dérivé trélav a partir de76. Un premier essai
dans les conditions précédemment utilisées pouthétiger I'intermédiaire23 (anhydride
triflique (1,1 éq.), DIPEA (1,3 éq.), GBl,, 25 min a 0 °C), n'a pas permis d’aboutir au
produit désiré. Nous observons uniqguement de laadétjon. Par conséquent, nous avons
cherché d’autres conditiors’

En utilisant la pyridine a la fois comme base dvatt, le triflate77 est obtenu avec
un excellent rendement de 98 %. Ce produit estiensngagé dans une réaction de couplage
de Suzuki avec I'acide 3-pyridine-boronique seles tonditions optimisées préalablement.
Le composé78 est obtenu avec un bon rendement de 80 %. La edermitape est la
déprotection du groupement phénylsulfonyle en pr@saele TBAF pour conduire au produit
final 79 avec un rendement de 74 % amoindri par les exdrecet la purification du produit.

Afin de réaliser également des tests biologiquesles intermédiaires de synthése
bicycliques déprotégés, les produNsprotégés par le groupement phényle sulphonile (
68, 71, 72, 75) ont été déprotégés en présence de TBAF pour @enckspectivement aux
produits 80-84. Nous avons fait de méme pour quelques produitségie 2-pyridone7d,

76, Tableau 18. Les rendements de déprotection sont comprige @ret 95 %.

Cependant un résultat étonnant a été obtenu loréa d#eprotection de I'alcool
aromatique secondai®8 en présence de TBAF. Le prod@®2 issu de la déprotection de
I'azote enN-1 et 'oxydation de la fonction alcool en cétorst @dtenu avec un rendement de
92 %. Des travaux reportés par Chi et ses collabars, décrivent 'oxydation du 4-
nitrobenzaldéhyde en acide 4-nitrobenzoique erepo&sde TBAF avec un rendement de 99
%.3%! Le mécanisme réactionnel de cette oxydation pastencore connu.

Afin d’obtenir le produit souhaité81, nous avons réalisé la coupure du
benzénesulfonyle en milieu basique en présenceedaotution aqueuse d’hydroxyde de
sodium. Apres 3 heures de reflux dans le méthdagdroduit81 est obtenu avec 95 % de
rendement.

La synthese du compo$é a été effectuée par une réaction de lithiatiofCehsuivi
de l'addition de [I'électrophile puis de la transf@mtion du groupement méthoxy en

groupement triflate permettant de combiner lestiégtes enC-2 etC-5.

%1 Chung K-H., Moon B.C., Choong H.L., Lim C.H., KithP., Lee J.H., Chi D.Y.: Oxidation of Aromatic
Aldehydes with Tetrabutylammonium Fluoride: Comgeti with the Cannizzaro ReactioBull. Korean Chem.
Soc, 2006 27, 1203-05.
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/Y R2 A Y R2
R1 N TBAF (10.0 éq.), THF, reflux 16 h -z
Z~N 72-95 % A~ X
$0,Ph \, 8084
11, 68, 71, 72, 75
b Y._R2 . K Y._R2
o) N | TBAF (10.0 éq.), THF, reflux 16 h o N z |
R “ B \
XN 70 % XN
éozph Y 85, 86
74,76
Entrée X Y R1 R2 Produit de Produit | Rendement (%)
départ 0

1 CO C OCH; H 11 80 92
2 CHOH | C| OCH; CN 68 81 95
3 CcoO C| OCHs CN 71 82 92
4 CcO N OCH; Br 72 83 72
5 CO C OCH; NHCOCH; 75 84 84
6 CO N - Br 72 85 69
7 CcO C - NHCOCH; 74 86 70

®Rendements des produits isol@€onditions utilisées : NaOH aqueux 2 M (1,6 éq.EOH,
reflux 3 h

Tableau 18 : Synthese des produits 80-86

Afin de tester la régiosélectivité de notre réactae lithiation enC-2, nous avons

réalisé la lithiation a partir du déri& fonctionnalisé en positio6-5 par un cycle pyridine

(Schéma 39. Le produit87 est obtenu avec un bon rendement de 77 %, ce @uirenque la

fonctionnalisation du cycle peut aussi se fairébdid enC-5 puis enC-2. Cependant cette

stratégie ne pourra étre utilisée que dans certaig®ou le susbstituant €35 de I'azaindole

ne possede pas d’atome d’hydrogene labile pouvaetférer avec la réaction de lithiation.

Dans ce cas, il faudra d’abord fonctionnaliser-ezdindole erC-2 puis encC-5.

N
A\

AN
Z N

27

1) LDA/TMEDA (1,5/1,4 éq.), THF, - 78 <C, 60 min

2) 4-Br-C¢H,CHO (2,0 éq.), - 80 C, 3 hpuist.a. 16 h

\
SO,Ph

Schéma 39 : Régiosélectivité de la réaction deidition en C-2 a partir du dérivée (27)
fonctionnalisé en C-5
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En conclusion, une deuxieme voie de synthese mudtapes a partir du synthon de
base N-benzénesulfonyle-5-méthoxy-4-azaindole 6 a permde synthétiser la seconde
série de 22 composés (produits 11,13, 67-86) en kgppant la méthodologie mise au
point sur les réactions de lithiation enC-2 (Schéma 40). Les produits sont substitués en
position C-2 et C-5 et/ou enN-1 du noyau 4-azaindole. La premiére étape de syrihe est
la réaction de lithiation en C-2 suivie de la condensation de différents aldéhyse
aromatiques pour accrocher le cycle A. Les aldéhydeutilisés sont substitués epara
(R2) par des groupements variables électroattracteuBr), accepteur et/ou donneur de
liaison hydrogéne (NHCOCH;, CN) dans le but d'interagir avec la poche ATP d&af-1.
La condensation des aldéhydes aromatiques conduitiaformation d’'une fonction alcool
secondaire ernC-2 (X = CHOH). Pour faire varier la nature de I'espaceur entre le cycle B
et le cycle A (X), cette fonction alcool a été oxge en cétone (X = CO). Nous avons aussi
fait varier la nature du substituant sur le sommetC-5 (R3) : les produits possedent soit
le groupement méthoxy, soit une fonction amide cyigue donneur/accepteur de liaison
hydrogene issue de la déprotection du meéthoxy, soiin cycle aromatique. Pour
accrocher le cycle C, la méthodologie mise au poistr lesN-arylations a été appliquée
pour introduire le cycle 3-pyridinyle. Enfin, pour évaluer I'influence du NH indolique

sur l'activité inhibitrice, les produits N-protégés par le groupement SgPh (R1) ont éte

déprotéges.
Série 2 R2
=== vy
/A HIL o
Uy | B 1t
X | B X N.__N
|/ D Z N —— hil /A i
) R1 cl © oY
SO,Ph
6 2 11, 13, 67-86 CF,
Sorafenib

N
R1=H,SO,Ph R2=H,Br, CN,NHCOCH,  R3=OCH,, OH, @_é
X = CO, CHOH

Y=CN

Schéma 40 : Deuxieme série de produits finaux sygtibés
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I-7 Vers la fonctionnalisation du C-3 du 4-azaindole par une réaction d’échange

halogéne-métal

I-7.1 Synthése du synthon halogéné en positich

A partir du dérivé halogéné en positiér3 du 4-azaindole, la fonctionnalisation Gu
3 peut se faire selon 2 stratégies : un couplafjaduacatalysé d’'une parf ou une réaction
d’échange halogéne-métal d’autre FattNous avons choisi d'étudier la deuxiéme stratégie
dans un premier temps. Les premiers travaux ré&alisé I'équipe de Grob décrivent des
réactions d’échange halogene-métal effectuéesta gas dériveés indole et azaindoles iodés
ou bromés en positiolc-3 dans le but d'introduire un groupement tribut@ein?’
Concernant le 4-azaindol&¢héma 4}, les auteurs sont partis du dérivé bromé en ipasit
C-3 etN-protégeé par un groupement Boc. La réaction d’égbdirome-lithium est réalisée a
- 78 °C en présence de-BuLi pendant 15 minutes. L’électrophile, le chigrude
tributylstannane, est ensuite additionné a - 7®UiS la température du mélange est remontée
jusqu’a température ambiante. Malheureusementrodugt substitué e-3 est obtenu avec
un faible rendement de 18 %. En vue d’amélioraecelement, nous avons choisi d’étudier la

réactivité du dérivé iodé en positi@i3 etN-protégé par un groupement phénylsulforgfe

Br SnBu,
| AN \ 1 n-Buli(10éq), THF, - 78 T, 15 min Na \
N 2) Bu,SnCl (1,1 éq.), 2 hta. N
\ \
Boc Boc

18 %
Schéma 41 : Premiére réaction d’échange halogénegahdécrite a partir du 4-azaindole

Le dérivé N-benzenesulfonyl-3-iodo-5-méthoxy-4-azaind@@ a été synthétisé a
partir du 5-méthoxy-4-azaindofe(Schéma 42. L'iodation du somme€-3 peut étre obtenue
selon deux méthodes. La premiere méthode, deaitdergstralieet al. sur le 5-méthoxy-
indole®? a été appliquée au 5-méthoxy-4-azaindoléCe dernier est mis en présence
d’hydroxyde de potassium (KOH) dans du DMF puisedfstctuée I'addition de diiode,f| ce
qui conduit a la formation du produit io@8 avec 78 % de rendement. L’'autre méthode,
décrite par Boreret al, utilise la N-iodosuccinimide dans le THE? Le 5-méthoxy-4-

azaindole5 est mis en présence de 1,1 égqNdedosuccinimide, ce qui conduit au produit

32 Wwitulski B., Buschmann N., BergstraRer U.: Hydraiiion and Suzuki-Miyaura coupling reactions witle t
electronically modulated variant of an ynamine e gynthesis of (E}-Arylenamides.Tetrahedron 200Q 56,
8473-80.
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mono-iodé38 avec un rendement de 77 %. En présence d’un exdesatiosuccinimide (3,5
€g.), c’est le produit di-iod@0 qui est obtenu majoritairement avec un rendeme®Sd%. Ce
produit pourra éventuellement servir de synthonrpme autre étude de réactivité visant a
fonctionnaliser les somme-2 et C-3 sélectivement. Le produit mono-io88 est ensuite
protégé par le groupement phénylsulfonyle selorcegslitions utilisées précédemment pour
la synthése d6. Le produit protég&9 est obtenu avec un trés bon rendement de 91 %n Sel
les conditions de protection décrites pour le Sralde par les équipes Mérour/ Coud®ht
qui utilisent une autre base, I'hydrure de sodilNaH), sans catalyseur de transfert de phase

dans le THF, le produ@9 est obtenu avec un moins bon rendement (50 %).
|
NIS, (3,5 éq. —O0 N
(35¢q) ml
THF,5hata. ~N\

H
0 690

1) NaOH (4,0 éq.), C,HsN(Et),Cl (0,05 éq.) |
—O0

N
I 2 Q | AN
N i) ou i 7O N Oﬁ'” (1.5 éq) P

| TN | A\ o
Z =N Z~N DCM anhydre, 16 h a t.a. O
H

5 H 88 i
i) KOH (3,8 éq.), l, (1,0 ég.), DMF, 1lh at.a., 78 % 77-78 %

ii) NIS (1,1 éq.), THF, lhata., 77 %

—O0

91 %

Schéma 42 : Premiers essais de fonctionnalisation dommet C-3 du 5-méthoxy-4-
azaindole (5)

I-7.2 Réaction d'échange halogene-métal a partcatnposé9

Toujours dans l'optiqgue de synthétiser des inhibgede Raf-1, le produB9 a été
engageé dans une réaction d’échange iode-lithiuprésence du 4-bromo-benzaldéhyde dans
le but de greffer en positio@-3, un cycle aromatique relié au cycle central dwadole par
une fonction alcool qui pourra ensuite étre oxyeléeétonegchéma 43.

Le Tableau 19 récapitule les conditions opératoires utiliséesurpta réaction
d’échange iode-lithium a partir du prod@®, c'est-a-dire la température et la durée de la
réaction d’échange. Dans un premier temps, noussaappliqué &9 les conditions décrites
précédemment pour la réaction d’échange iode-fithdupartir duN-benzénesulfonyl-3-iodo-

5-azaindole Tableau 19 entrée 1). Aprés 30 minutes de réaction a -78rf@résence de 1,2

363 | efoix M., Daillant J.P., Routier S., Mérour J-YGillaizeau I., Coudert G.: Versatile and Convehien
Methods for the Synthesis of C-2 and C-3 Functisedl 5-AzaindolesSynthesis2005 20, 3581-8.
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€g. den-BulLi, I'électrophile 4-bromo-benzaldéhyde (2,0 )égst additionné. Aprés 3 h

d’'agitation a -78 °C, la température du mélangeaerabntée a I'ambiante pendant la nuit.

|
— N
o HO
A\

AN
| 1) n-BuLi (1,2 éq.), THF Br Br o Ny
Z N = oM —orNy N
0=S=0 |/ \ + A~\ + =
[}

2) 4-bromo-benzaldéhyde OH —e—
@ 16 hta. o=%=0 0=S=0 0=S=0

; S 3

Schéma 43 : Réaction d’échange halogene-méthal &ipau dérive N-benzénesulfonyl-3-
iodo-5-méthoxy-4-azaindole (89)

Dans ces conditions, le prod@fi substitué erC-3, est obtenu avec un rendement
moyen de 35 %. En effet, deux autres produits sdménus avec des rendements non
négligeables : le produit3 issu de I'isomérisation du lithien de la positiGr3 a C-2 et le
produit6 issu de I'hydrolyse du lithien eB-3. Le dérivé lithié en positio@-2 se forme car il
est stabilisé par le groupement protecteur phétigisgle. Pour réduire la proportion du
produit 13, nous avons réduit le temps de la réaction d'éghate 30 minutes a 5 minutes
(entrée 2). Aprés 5 minutes a -78 °C, I'échanges-idtiium est effectué a 100 % et nous
avons pu réduire de 25 % l'isomérisation du délitréé en C-2. Le produit91 est obtenu
avec un meilleur rendement de 51 %. Afin d’amélicgacore ce rendement, nous avons
etudié I'effet de la diminution de la températuve Bisomérisation du lithien (entrée 3). A -
100 °C pendant 5 minutes, la réaction d’échangst pas totale car nous avons isolé 21 % de
produit de dépai®9. De plus, il se forme toujours le dérivé lithié @2 puisqu’on obtient 14
% del3.

Entrée | TEMPérature | Temps Rendement (%)
(°C) (minutes) | (91) | (13) | (6) | (89)
1 -78 30 35 38| 26 0
2 -78 5 51 | 13 | 14 0
3 - 100 5 31 14 17 21

"Rendement des produits isolés

Tableau 19 : Conditions opératoires pour la réadiia’échange iode-lithium a partir de
(89)
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L’isomérisation du lithien de la position C-3 a C-2 observée dans le cas du 4-
azaindole, n’a pas été obtenue dans le cas du 5-exhle, mais ce phénoméne a déja été
décrit pour 'indole. *** Par conséquent, des études complémentaires pouoptimisation
de la réaction d’échange halogéne-métal sont néceses avant d’étudier la réactivité du
dérivé lithié en positionC-3 vis-a-vis d’'un plus grand nombre d’électrophilesParmi les
optimisations a envisager, on peut citer : le chamgnent de la source de lithium par
exemple en testant avec lsecBuLi ou le tert-BuLi, I'addition d’agents complexant du
lithium tels que les amines tertiaires TMEDA ou PMITA.3® || est aussi envisagé de
remplacer le groupement protecteur erN-1 afin de défavoriser la stabilisation du dérivé
lithié en C-2 en utilisant par exemple des groupements silyl&nhcombrés tels que léert-
butyldiméthylsilyle ou le triisopropylsilyle. *%°

[-8 Docking des inhibiteurs synthétisés dans le sitactif de Raf

Afin de nous guider dans nos synthéses d'inhibsteler Raf, analogues du Sorafenib,
une collaboration a été établie avec Stéphane Bdlrgénieur d’étude ICOA/CBM,
Fédération de Recherche, FR CNRS 2708) pour coircewvo modele de la structure
tridimentionnelle de Raf-1.

Il nN'est pas connu a ce jour de structure tridinemelle de Raf-1. Grace au
développement des outils informatiques il est tmigepossible de travailler sur des modéles
structuraux construits a partir d’'une protéine pnéant une homologie de séquence suffisante
avec la protéine d’intérét. Nous avons montré danbkigure 32 (chapitre Introduction,
paragraphe V-4), la forte identité de séquenceeeBRaf et Raf-1 (81 %). Cette identité de
séquence est de 100 % si on considére les résidsited actif (situés a moins de 5 A du
Sorafenib) ce qui explique pourquoi les inhibitediesB-Raf inhibent aussi Raf-1.

Notre objectif étant de concevoir des inhibiteunslagues du Sorafenib, ciblant la
forme inactive de Raf-1 pour gagner en sélectivéé, études de docking ont été réalisées
dans la structure 1UWH correspondant au complefa-Sorafenitvia le logiciel Flexxc®’

34 saulnier M.G., Gribble G.W.: Generation and Reagtiof 3-Lithio-1-(phenylsulfonyl)indolel. Org. Chem.
1982 47, 757-61.

%5 Fukuda T., Mine Y., lwaop M.: Selective C-3 and2Clithiation of 1-(2,2-diethylbutanoyl)indole.
Tetrahedron2001, 57, 975-9. Preparation and Reactions ofert{Butyldimethylsilyl)-3-lithioindole.

3¢ Amat M., Hadida S., Sathyanarayana S., BoschehjidRelective Synthesis of 3-Substituted Indale©rg.
Chem, 1994 59,10-1.

%7 Rarey M., Kramer B., Lengauer T., Klebeb G.: A tFBRexible Docking Method Using an Incremental
Construction AlgorithmJ. Mol. Biol, 1996 261, 470-89.
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Le Tableau 20représente les meilleures fonctions de score géagrar Flexx pour chaque
composé. Plus le score est négatif, meilleure’egéraction dans le site actif de Raf. En
guise de contréle, les ligands de références SumfeLX 3203, PLX 4720, SB-590885 et
SM51 ont aussi été dockes dans la structure TUWH.

De ce tableau, nous pouvons dire que les meillelamstions de scores comprises
entre -34.651 et -28.026 ont été obtenues poupkehiits fonctionnalisés en positi@i5 et
N-1 du 4-azaindole5Q, 52-58. Le premier produit disubstitué €5 et C-2 du noyau 4-
azaindole84 n’apparait qu’a un score de -27.042. Par conségqulesemblerait que les
composeés disubstitués €5 etN-1 du 4-azaindole sont de meilleurs analogues daf&ab.
Les moins bons scores obtenus pour les ligandseréfés PLX 4720, SB-590885 et SM51
peuvent s’expliquer par le fait qu'ils possédentriode de fixation différent par rapport au

Sorafenib.
Scores Produit Scores Produit
-38.957 Sorafenib -25.465 60
-34.651 56 -23.880 75
-34.513 55 -23.031 SB-590885
-31.600 PLX 3203 -22.335 PLX 4720
-31.407 58 -22.099 46
-31.123 52 -21.823 76
-29.660 50 -21.224 47
-28.749 57 -20.482 67
-28.417 53 -20.357 65
-28.026 54 -20.319 72
-27.042 84 -19.265 SM51

Tableau 20 : Fonctions de scoring obtenues pourdecking des molécules synthétisées
dans la structure de B-Raf 1UWH avec le logicielexix

La Figure 54A illustre la superposition du Sorafenib tel qust €lans le site actif de
B-Raf avec le composé de la série substituée eiiggp€-5 et N-1 du 4-azaindole ayant
donné le meilleur scor&@). La Figure 54B représente la superposition du Sorafenib avec le
composeé de la série substituée en posiliénetC-2 du 4-azaindole ayant donné le meilleur

score 84).
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La superposition du Sorafenib avec le prodiitmontre que le 4-azaindole se fixe
dans la poche ATP. Le groupement cyand@est bien orienté puisqu’il se superpose bien
avec le carbonyle de la fonction urée du Sorafedéanmoins, I'image montre que le groupe
trifluorophényle est mal orienté par rapport aua$emib. Le produiB4 se superpose tres mal
avec le Sorafenib ce qui explique les moins borwvaeurs de score obtenues pour les
produits disubstitués e@-5 et C-2 du 4-azaindole. Le 4-azaindole ne semble plufxse
dans la poche ATP.

N
\ﬂ/ \©\ =N Superposition / 56 Poche
cl o o\ / hydrophobe

Sorafenib

H
X N_ _N
JORGS

cl Z N

N
o} |
56

Poche ATP

Poche
hydrophobe

T—

Figure 54 : Images de superposition issues du dockidans la structure 1UWH. (A)
Superposition du Sorafenib et du produit synthétisé (B) Superposition du Sorafenib et
du produit synthétisé 84
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En conclusion, afin de répondre a notre objectif d concevoir des inhibiteurs
analogues du Sorafenib, les molécules synthétisémst été dockées dans la structure
homologue 1UWH correspondant au complexe B-Raf/ Safenib. Ces études de
modélisation ont montré que le noyau 4-azaindole pwait étre un bon ligand de la poche
ATP. De plus, ces études de docking permettent magmant d’orienter les dérivations du
4-azaindole afin de fonctionnaliser ce noyau pourtgeindre la poche hydrophobe du site
actif.

En conclusion pour ce chapitre, nous avons dévelogmvec succes deux nouvelles
méthodologies pour fonctionnaliser le sommeE-2 d’une part et le sommeiC-5 du noyau
4-azaindole d’autre part (Figure 55). La premiere &de porte sur la fonctionnalisation
du sommetC-2 par des réactions de lithiation suivies de la colensation de différents
électrophiles. La deuxieme étude a consist¢é a medtrau point les conditions de
déprotection du groupement 5-méthoxy et la formatio du dérivé triflate sur le sommet
C-5 pour I'engager dans des réactions de couplagesliado-catalysées de type Suzuki
pour la C-arylation et Buchwald pour la N-arylation du sommet C-5. Sauf quelques
exceptions, ces deux études de réactivité se sonéres efficaces pour introduire erC-2
ou enC-5 une grande variété de substituants avec des regmients modérés a élevés. Ces
deux études ont été appliquées a la synthése de émiles potentiellement inhibitrices de
Raf-1. La premiéere série concerne les composeés fannnalisés en positionN-1 et C-5 du
noyau 4-azaindole. La deuxiéme série est composeéss groduits disubstitués en position

C-2 etC-5 du noyau 4-azaindole.

Fonctionnalisation en  C-5: O Ny Fonctionnalisation en  C-2:
Couplages pallado-catalysées 2 N\ g réactions de lithiation
- C-arylation : réaction de Suzuki Z N
- N-arylation : réaction de Buchwald 6 \
\ SO,Ph

1 ou
2 du 4-azaindole.

R
2 série de composés synthétisés : /LH N
série 1 : Fonctionnalisés en position 5 et (Het)Ar 5 | N \ 2 @
1 du 4-azaindole. _ -
série 2 : Fonctionnalisés en position 5 et N
T o]

Produits finaux

Figure 55 : Application de deux études méthodologgs réalisées sur le 4-azaindole a la
synthese d’inhibiteurs potentiels de Raf-1
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[I/ Evaluation biologique des inhibiteurs synthéti®s

Afin de tester les molécules potentiellement irthibés synthétisées au cours de la
these, nous avons effectué la mise au point desdestivité kinases sur Raf-1 et sur la triple
cascade Raf/MEK/ERK. Le test sur la cascade coepbeésente I'avantage de pouvoir
identifier des inhibiteurs de Raf mais aussi de M@KERK. En collaboration avec Laurent
Meijer, les produits ont été test@svitro sur trois autres kinases DYRK1A, CDK5 et GSK3.

En collaboration avec Christiane Guillouzo, le pbid cytotoxique de nos composés
a été évalué sur six lignées de cellules cancé&eusmaines représentatives de différents
organes : sein (MDA-MB 231), foie (Huh7), poumondIN prostate (PC3), cblon (Caco et
HCT 116). Pour contrdler leur spécificité vis-a-vies cellules saines, leur potentiel

cytotoxique a aussi été testé sur des cellules imamae fibroblastes.

[I-1 Mise au point des tests enzymatiquem vitro sur la voie Raf/MEK/ERK

Notre objectif est de pouvoir caractériser rapidenues nouveaux inhibiteurs de Raf-
1 d’'une part, et de la voie Raf/MEK/ERK d’autre tpdtn considérant que les inhibiteurs
peuvent avoir plusieurs modes d’action : 1) leshitdurs peuvent étre spécifiques d’une
seule kinase de la cascade ; 2) ils peuvent agiplsisieurs kinases de la cascade ; 3) ils
peuvent étre de type allostériques ou ATP comfstidd) ils peuvent inhiber soit une forme
active (DFG «in ») ou inactive (DFG «out ») dekimase cible, nous avons décidé de
développer des tests pour mesurer |'effet des itghits directement sur Raf-1, MEK et ERK,
sur la double cascade MEK/ERK et sur la triple adscRaf/MEK/ERK(Figure 56). La mise
au point du test sur la cascade compléte perm@¢rtifier des inhibiteurs de Raf mais aussi
de MEK ou ERK.

Pour chaque test d’activité, nous avons testé hadés : une méthode classique
utilisant 'ATP radioactif marqué ad’P appelée PFBA (phosphocellulose filter binding
assay), et 2 méthodes qui utilisent la technoldgReFRET (Time-Resolved Fluorescence
Resonance Energy Transfer) : Lance UNréPerkin Elmer) et Lanthascré&h(Invitrogen).
Tous ces tests optimisés sont maintenant a la sltgpo d’autres équipes de chimistes du

Canceéropodle Grand Ouest.
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Tests directs : Raf, doubl g . g
MEK, ERK ouble cascade triple cascade

MEK/ERK Raf/MEK/ERK

Raf-1

ATP
D\ MEK-1 Raf-1
ADP
ATP D ATP : 3 méthodes testées :
PO
1 ADP ADP 1) PFBA :
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PO \ indi vy 32
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ATP >
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Figure 56 : Ensemble des tests mis au point po@étlide de la voie RaffMEK/ERK

Lance Ultrd" et Lanthascreéff utilisent des substrats différents du substrat
physiologique et un mode de détection indirect@ dl(tilisation d’'un anticorps. Les substrats
peuvent étre des peptides ou des protéines, itssargués par un fluorophore plus ou moins

volumineux selon le fournisseur. Les différentssdrdis et anticorps utilisés pour nos mises
au point sont détaillés dansTableau 21

Entrée | Lanthascreen | Lance Ultra™
Test direct sur Raf-1
1 Substrat Fluorescéine_ MEK-1 Ulight_Peptide Histone H3
Anticorps Terbium-anti-phospho-MEK-1 Europium-anti-phosphatdne H3
Test direct sur MEK-1
2 Substrat Non disponible Ulight_Peptide p70S6K
Anticorps Non disponible Europium-anti-phospho-p70S6K
Test direct sur ERK-2, double cascade MEK/ERK, trige cascade Raf/MEK/ERK
3 Substrat GFP-ATF2 Ulight_Peptide MBP
Anticorps Terbium-anti-phospho-ATF2 Europium-anti-phospho-MBP

Tableau 21 : Différents substrats et anticorps igés pour la mise au point des 3 tests
directs sur Raf-1, MEK et ERK, du test sur la doebtascade MEK/ERK et du test sur la

triple cascade Raf/MEK/ERK avec les 2 méthodes TREH : Lance Ultra™ et
Lanthascreen™
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Au total, cinq différents substrats ont été évald@sncernant Raf-1 et ERK-2, nous
avons testé les substrats développés par Perkiarkirinvitrogen Tableau 21, entrées 1 et
3) ; concernant MEK-1, seul le substrat du fourusd$erkin Elmer a pu étre testé, Invitrogen
n'ayant pas encore commercialisé le si€ableau 21 entrée 2). Les deux substrats d’'ERK
(GFP-ATF2 et Ulight Peptide MBP) sont utilisés pdes tests sur la double cascade
MEK/ERK et sur la triple cascade Raf/MEK/ERK.

11-1.1 Optimisation et validation des tests diresiis Raf-1, MEK et ERK

Les trois tests directs sur Raf-1, MEK et ERK omd éptimisés avec les trois
méthodes PFBA, Lance Ul et Lanthascreélf en suivant la méme approche composée de
guatre étapes successives. La premiere étape atilide titration du substrat et de 'enzyme
sous forme active a une concentration non limitentd TP c'est-a-dire supérieure ou égale a
25 fois le Km apparent pour 'ATP. La concentrataptimale en enzyme est choisie de fagon
a obtenir le meilleur rapport signal sur bruit avac quantité minimale d’enzyme. La
concentration optimale du substrat est le Km appapmour le substrat c'est-a-dire la
concentration de substrat correspondant a 50 %adévité maximale de I'enzyme. La
deuxiéme étape est la titration de 'ATP pour déteer le Km apparent de I'enzyme pour
'ATP. La troisieme étape est le suivi du tempslaeéaction kinase correspondant a la
mesure de la phosphorylation du substrat dans tledéichoisir un temps compris dans la
phase linéaire de la réaction ou la vitesse esstante. Enfin, la quatrieme étape est la
validation du test en mesurant les effets inhibbgede composés dont les valeurs gjl€ont
reportées dans la littérature et en les compaxkeatt eelles obtenues dans nos conditions.

Les parametres enzymatiques tels que les Kms appareur le substrat ou I'ATP ont
été déterminés en appliquant I'équation hyperbelide Michaelis-Menten : Vi = Vmax*[S] /
(Km + [S]). Afin d’avoir des tests trés sensibleempatibles avec la détection d’inhibiteurs
ATP compétitifs ou allostériques, tous les tesishibition ont été réalisés aux concentrations
optimisées pour I'enzyme, le substrat (Km apparent)ATP (Km apparent), avec un temps

de réaction dans la phase linéaire.
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[I-1.1.1 Résultats de I'optimisation et de la validn du test direct sur
Raf-1

Pour le test direct sur Raf-1, le substrat phospéautilise la protéine MEK-1, le
peptide « Ulight_Peptide Histone H3 » et la pradituorescéine_ MEK-1 selon les méthodes

PFBA, Lance Ultrd" et Lanthascreéf respectivement.

Test direct sur Raf-1 avec la méthode PFBA

La Figure 57 représente les courbes obtenues pour I'optimisalio test direct sur
Raf-1 avec la méthode PFBA. Les coefficients derddnation R et les barres d’erreurs
représentant I'écart type obtenus apres 3 essaisrgprésentés sur la figure. Les détails
expérimentaux concernant le déroulement des différessais sont indiqués dans la légende.
La premiere étape a été I'optimisation des quantie 'enzyme Raf-1 active et du substrat
MEK-1 inactive fFigure 573. Pour y parvenir, nous avons fait varier les emi@ations en
Raf-1 active et MEK-1 inactive a une concentratidfTP non limitante (2 uM). La courbe
rouge, correspondant a Raf-1 = 0 représente |¢ theuiond, elle montre qu’avec la méthode
PFBA le bruit de fond est tres faible. La conceitrade 18,7 nM fut choisie comme
concentration optimale de Raf-1 active car ellerd’obtenir un excellent rapport signal
sur bruit avec un trés bon coefficient de detertionaR’ de 0,99. A cette concentration de
Raf-1, le Km apparent pour le substrat MEK-1 esalé&y 0,25 pM. Nous avons ainsi
sélectionné ces deux concentrations pour réalgsétration de I'ATP et une valeur de Km
apparent égale a 0,25 pM fut obtenue pour I'ATHgyre 57b). La derniére étape
d’optimisation, est le choix du temps de réactiBtant donné que la réaction kinase est
linéaire jusqu’a 30 minutes a 30 °Eidure 570, nous avons choisi le temps 20 min afin
d’avoir une bonne sensibilité.

Les tests d'inhibition de Raf-1 ont ensuite étdiséa aux valeurs de Kms pour I'ATP

et MEK-1 pendant 20 minutes.

146



Chapitre 1l : Résultats

8000rT— | — | I —

2%
70001 B
6000+ & “ 4 ngRaf-1partube (nM)
s
5000} 7 © 1 —e— 0(0)
£ Y -
o 4000 /X — 7 -=—30(18.7)
° % n-—0o
3000 J” 71 -9 — 50(30.8)
2000 /|:| -
& R2=0.99 X-- 70(43)
1000 -]
0 —+—+t +—61
0 010203040506 0.70.8
b [MEK-1] uM c
2500 7 T T T T T T 4000 T T T T
3500 |- o o A
2000 3000 F |
1500 F 1 g 2500F ]
IS Ty » 4
g Km app. ATP = 0.25 M © 2000
1000 - 1500 [~ T
R2=0.97 Temps =20 min
1000
500 H E
500 b
o b 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
0O 05 1 15 2 25 3 35 0 10 20 30 40 50
[ATP]uM Temps (minutes)

Figure 57 : Optimisation du test direct sur Raf-Vec la méthode PFBALes coefficients de
détermination Ret les barres d’erreurs représentant I'écart tygigenus apres 3 essais sont
indiqués. Les réactions kinase ont été arrétéessapfd minutes a 30 °C par addition d’acide
phosphorique 50 %. L&P incorporé par MEK-1 durant la réaction est qudiétiavec un
compteur a scintillation sans addition de liquideséintillation. (a) Optimisation de la
concentration optimale de Raf-1 activi.es essais ont été réalisés en faisant varier la
concentration en Raf-1 active de 0 a 43 nM aing lguconcentration en MEK-1 inactive de
0 & 0,77 uM en présence de 2 pM d’ATP et 0,5 p&THEY*P par tube.(b) Titration de
I'ATP. Les essais ont été réalisés aux concentrations éreRaf-1 active (18,7 nM) et MEK-
1 inactive (0,25 uM), en faisant varier la concetion d’ATP de 0 a 3 uM aveg,5 uCi
d’ATP-)**P par tube.(c) Vitesse de la réaction kinasées essais ont été réalisés aux
concentrations optimisées de Raf-1 active (18,7, mld)MEK-1 inactive (0,25 uM) et d'ATP
(0,25 M) avec 0,5 pCi d’ATR=?P par tube. Les réactions kinase ont été arrétéastamps
indiqués par addition de 5 pL d’acide phosphoridif %. Seule la partie linéaire de la
courbe est représentée.

Tests directs sur Raf-1 avec les méthodes Lance tdltV et Lanthascreed™:

Nous avons suivi la méme approche pour optimeséedt sur Raf-1 avec les méthodes
Lance Ultrd" et Lanthascreél. La Figure 58 et laFigure 59 représentent les différentes
étapes d'optimisation suivies pour les méthodes ceatltrd” et Lanthascreéff
respectivement. Les détails expérimentaux conceneadéroulement des difféerents essais

sont indiqués dans les Iégendes.
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Figure 58 : Optimisation du test direct sur Raf-lvec la méthodeLance Ultra™. Les
coefficients de détermination, Rt les barres d’erreurs représentant I'écart typletenus
apres 3 essais sont indiqués. Les réactions kimageété arrétées aprés 60 minutes a
température ambiante par addition d’'EDTA (40 mMpa phosphorylation du substrat
Ulight_Peptide Histone H3 est détectée apres I'aiddid’anticorps anti-phospho-Histone H3
marqué a I'Europium (8 nM). Aprés 20 min d’inculoatia température ambiante, les
emissions de fluorescence sont enregistrées a 6655enm apres une excitation a 340 nm
avec le lecteur de plaque Victor™/ Les rapports des émissions de fluorescence 665161
sont calculés pour chaque puif®) Optimisation de la concentration optimale de Ra
active.Les essais ont été réalisés en variant la conaéiotr en Raf-1 active de 0 a 20 nM
ainsi que la concentration en Ulight _Peptide HistdA3 de 0 a 300 nM en présence de 50
UM d’ATP.(b) Titration de I'ATP.Les essais ont été réalisés aux concentrations éreRaf-

1 active (20 nM) et Ulight_Peptide Histone H3 (009), en faisant varier la concentration
d’ATP de 0 a 500 uM(c) Vitesse de la réaction kinasées essais ont été réalisés aux
concentrations optimisées de Raf-1 active (20 mM)light_Peptide Histone H3 (0,05 uM) et
d’ATP (16,9 uM). Les réactions kinase ont été @&eétaux temps indiqués par addition
d’EDTA (40 mM).
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Figure 59 : Optimisation du test direct sur Raf-lvac la méthode Lanthascreéf. Les
coefficients de détermination, Rt les barres d’erreurs représentant I'écart typletenus
aprés 3 essais sont indiqués. Les réactions kirageété arrétées aprés 60 minutes a
température ambiante par addition d'EDTA (40 mMpa phosphorylation du substrat
fluorescéine_ MEK-1 est détectée apres [I'addition anticorps anti-phospho-
fluorescéine_ MEK-1 marqué au Terbium (8 nM). A@@smin d’incubation a température
ambiante, les émissions de fluorescence sont estrégs a 520 et 495 nm aprés une
excitation & 340 nm avec un lecteur de plaque Yistd'. Les rapports des émissions de
fluorescence 520/495 nm sont calculés pour chaquis.p(a) Optimisation de la
concentration optimale de Raf-1 activeLes essais ont été réalisés en variant la
concentration en Raf-1 active de 0 a 30,8 nM aingie la concentration en
fluorescéine_ MEK-1 de 0 a 0,80 uM en présence jd&l H’ATP.(b) Titration de I'ATP. Les
essais ont été réalisés aux concentrations fixdRadfl active (3,8 nM) et fluorescéine_ MEK-
1 (40 nM), en variant la concentration d’ATP de Q@uM.(c) Vitesse de la réaction kinase.
Les essais ont été réalisés aux concentrationanigiies de Raf-1 active (3,8 nM), de
fluorescéine_ MEK-1 (40 nM) et d’ATP (75 nMes réactions kinase ont été arrétées aux
temps indiqués par addition d’'EDTA (40 mM).

A l'issue de ces optimisations, Tableau 22récapitule les conditions expérimentales
retenues pour réaliser les tests d'inhibition saf-Rselon les 3 méthodes. Les divergences de
concentrations observées selon les méthodes geepli par le fait qu’elles utilisent des

substrats et un mode de détection différents. Lapewaison des concentrations montre
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clairement que la méthode Lanthascf&enonsomme le moins d’enzyme et de substrat, ce

qui lui donne un net avantage économique par raporautres méthodes.

PFBA Lance Ultra™ Lanthascreen™
[Raf-1 active] nM 18,7 20 3.8
[Km app. Substrat] nM 250 50 40
[Km app. ATP] nM 250 16 900 75
Temps réaction kinase,| 20 minutes, 60 minutes, 45 minutes,
température 30 °C température ambian{ température ambiante

Tableau 22 : Conditions expérimentales retenues ptautest direct sur Raf-1 selon les trois
méthodes : PFBA, Lance Ultra" et Lanthascreef"

Validation du test direct sur Raf-1:

Afin de valider ces 3 méthodes, nous avons testgiohibiteurs commerciaux connus
de Raf-1 représentatifs des trois types d’inhibitidype | (ATP compétitif), type Il (adjacent
a la poche ATP) et type Ill (allostérique), puisusoavons comparé les valeurs @dJC
mesurées dans nos conditions avec les valeurssdf&portées dans la littérature. Les
inhibiteurs : Sorafenib (type Iff, GW5074 (type If* ZM 336372 (type If°® U0126 (type
111) %%, MEK inhibitor 1137° (type Ill) et la Staurosporine (type 1) qui est imhibiteur multi
kinases, ont été testés. Les résultats obtenuslaowlidation du test direct sur Raf-1 sont
détaillés dans I&ableau 23 Pour les 3 premiers composés : Sorafenib, GW%274M
336372 qui sont des inhibiteurs puissants de Rai+&c des valeurs d’gde 6 a 70 nM), les
valeurs d'IG, mesurées avec les deux techniques PFBA et LaméiesB¢ sont cohérentes
avec celles obtenues dans la littérature. Par ebeentg Figure 60 illustre les courbes

d’inhibition obtenues pour le Sorafenib avec leaxdméthodes PFBAa) et Lanthascreéff

(b).

38 Hall-Jackson C.A., Eyers P.A., Cohen P., GoedertBdyle F.T., Hewitt N., Plant H., Hedge P.: Pansidal
activation of Raf by a novel Raf inhibitda€hem. Biol.,1999 6, 559-68.

39 Favata M.F., Horiuchi K.Y., Manos E.J., DauleriaJA Stradley D.A., Feeser W.S., Van Dyk D.E.,<Pitt
W.J., Earl R.A., Hobbs F., Copeland R.A., Magolda.RScherle P.A., Trzaskos J.M.: Identificationaohovel
inhibitor of mitogen-activated protein kinase kiaas Biol. Chem.1998 273 18623-32.

3% Bakare O., Ashendel C.L., Peng H., Zalkow L.H.rdgass E.M.: Synthesis and MEK1 inhibitory actistief
imido-substituted 2-chloro-1,4-naphthoquinorig®org. Med. Chem2003 11, 3165-70.
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Inhibiteur IC 50 Raf-1 ICsoRaf-1 mesuréegnM)

L publiées i v
(type d’inhibition) (nM) PFBA Lance Ultra Lanthascreen
Sorafenib (Il) 6 5+05 > 50 000 9,3+1,0
GW5074 (1) 9 9,6+0,6 > 50 000 16,2+1,8
ZM 336372 (1) 70 80+8,4 > 50 000 62 +6,8
U0126 (11l n.d.? 6 450 + 742 > 50 000 37 700 £ 31,6
MEK inhibitor I 34500 29500 + 943 > 50 000 22 000 £ 6,0
(1)
Staurosporine (1) > 50 000 > 50 000 > 50 000 >60 0

4J0126 est décrit comme un faible inhibiteur de Raf.d. = non déterminé.

Tableau 23 : Validation du test direct sur Raf-1 ex les trois méthodes PFBA, Lance
Ultra™ et Lanthascreef

a
100 b
IF'-B—I. ! {D ! ! 4 100F T I I —
& ®
80 - ” _TKF ]
c [ ) c q
2 60 § S
ko) ICs = 6.6 NM = 60[] ICso = 9.3 M .
= =
£ » R2=0.98 A c § R2=0.98
< 40 < ol |
204 . 20l 4
0 } I I 1 ] ] - 0 l 1 1 1 L =
0 01 02 03 04 05 06 o 05 1 15 2
[Sorafenib] uM [Sorafenib] uM

Figure 60 : Inhibition de Raf-1 par le Sorafenib.es courbes d’lgyont été tracées suivant
I'équation hyberbolique : % inhibition = 100*x /@kot+X). Les coefficients de détermination
R, et les barres d’erreurs représentant I'écart tygdsenus apres 3 essais sont indiqués. Les
solutions de Sorafenib ont été diluées en séries danDMSOLes essais d’inhibition ont été
réalisés selon les conditions optimisées pour $¢ deect de Raf-1(a) La méthode PFBA.

(b) La méthode Lanthascreéh.

Les inhibiteurs U0126 et MEK inhibitor Il ont austé testés afin de s’assurer que nos
meéthodes étaient aussi capables de détecter digstents plus faibles de Raf-1 avec des
valeurs d’'IGo de I'ordre du pM. Concernant MEK inhibitor 1l, lesleurs d’1G, obtenues
avec les deux méthodes PFBA et Lanthasc¢tesont cohérentes avec la littérature. Dans le
cas de I'inhibiteur U0126, la méthode Lanthasct¥enconduit & une valeur d'igtreize fois

supérieure a la valeur obtenue avec la méthode PHEB#nt donné qu'U0126 est décrit
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comme un inhibiteur allostérique de MEK empéchanthosphorylation de MEK par R&f,
ce résultat suggere que I'encombrement stériquér§égrar la fluorescéine fixée sur MEK-1,
bloquerait la liaison d’'U0126 a MEK.

Les résultats obtenus montrent que la Staurospargeposseéde aucune activité
inhibitrice vis-a-vis de Raf quelque soit la méthadilisée.

La méthode Lance UItHd n’a détecté aucun des inhibiteurs de Raf-1 tesgése les
plus forts tels que le Sorafenib ou GW5074. Ce raamurésultat s’explique par le fait que le
peptide Ulight-Histone H3 développé pour Raf-1 Parkin ElImer n’est pas un bon substrat.
Ce probléme est évité par la méthode LanthasEfeeui utilise comme substrat pour Raf-1

la protéine MEK-1 entiére marquée a la fluorescéine

En conclusion, la méthode Lance Ultrd" ne peut pas étre utilisée pour
caractériser des inhibiteurs de Raf. Les méthodes dnthascreed™ et PFBA ont été
validées pour la détection des inhibiteurs de RaMéme si la méthode Lanthascreet!
(TR-FRET) peut induire des valeurs d’'ICsperronées dans certains cas, nous avons choisi
d’utiliser cette méthode pour nos tests en routinear elle est plus efficace que la méthode
PFBA.

lI-1.1.2 Résultats de I'optimisation et de la validn du test direct sur
MEK-1

Seules 2 méthodes ont pu étre testées pour Iditest sur MEK-1 : Lance Ultfd' et
PFBA. En effet, un substrat marqué pour MEK-1 nas gncore été commercialisé par
Invitrogen pour la méthode LanthascrBénL'optimisation du test direct sur MEK-1 s'est
déroulée selon la méme approche que celle suivie Ipdest direct sur Raf-1. LEigure 61
et la Figure 62 illustrent les courbes obtenues pour les méth&®fBA et Lance Ultr&”
respectivement.

Le Tableau 24récapitule les concentrations retenues pour Isai®s!’inhibition sur
MEK-1. Les deux méthodes utilisent des concentnatiélevées en enzyme MEK-1 active et
substrat (ERK-2 inactive ou Ulight_Peptide p70S@&K)comparaison avec le test direct sur
Raf-1. Concernant la méthode PFBA, nous avons obiee tres faible valeur pour le Km
apparent pour I'ATP (467 nM) méme en utilisant lasgforte concentration en MEK-1 active

(250 nM). Par conséquent, il est difficile de tileaa plus faible concentration de MEK-1 et

371 Davis S.P., Reddy H., Caivano M., Cohen P.: Sjmétyifand mechanism of action of some commonly used
protein kinase inhibitorBiochem. J.200Q 351, 95-105.
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ERK-2 car le Km ATP serait encore plus faible cefquait prélever une trop petite quantité
d’ATP radioactif.
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Figure 61 : Optimisation du test direct sur MEK-1vac la méthode PFBALes coefficients
de détermination Ret les barres d’erreurs représentant I'écart tyg@enus apres 3 essais
sont indigués. Les réactions kinase ont été arsétgmes 20 minutes a 30 °C par addition
d’acide phosphorique 50 %. & incorporé par ERK-2 durant la réaction est quéiétavec
un compteur a scintillation sans addition de liquid scintillation.(a) Optimisation de la
concentration optimale de MEK-1 activeLes essais ont été réalisés en variant la
concentration en MEK-1 active de 0 a 0,25 uM ams la concentration en ERK-2 inactive
de 0 & 3,7 UM en présence de 2 pM d’ATP et 0,050{AJiP-)+*?P par tube(b) Titration de
'ATP. Les essais ont été réalisés aux concentrations e MEK-1 active (0,25 uM) et
ERK-2 inactive (1,2 uM), en faisant varier la contation d’ATP de 0 a 5 nM avec 0,05 uCi
d’ATP-)*?P par tube.(c) Vitesse de la réaction kinasées essais ont été réalisés aux
concentrations optimisées de MEK-1 active (0,25,uMBRK-2 inactive (1,2 uM) et d’ATP
(0,467 nM) avec 0,05 uCi d’ATR2°P par tube. Les réactions kinase ont été arrétées a
temps indiqués par addition de 5 pL d’acide phosigjue 50 %.
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Figure 62 : Optimisation du test direct sur MEK-1vac la méthode Lance UIt'¥. Les
coefficients de détermination, Rt les barres d’erreurs représentant I'écart typletenus
apres 3 essais sont indiqués. Les réactions kimageété arrétées aprés 60 minutes a
température ambiante par addition dEDTA (40 mMpa bhosphorylation de substrat
Ulight_Peptide p70S6K est détectée apres Il'addit@ianticorps anti-phospho-p70S6K
marqué a I'Europium (8 nM). Aprés 20 min d’inculoatia température ambiante, les
emissions de fluorescence sont enregistrées a 6655enm apres une excitation a 340 nm
avec un lecteur de plaque VictoF¥/ Les rapports des émissions de fluorescence 665161
sont calculés pour chaque puifg) Optimisation de la concentration optimale de MEL
active.Les essais ont été réalisés en variant la concéotren MEK-1 active de 0 a 0,1 uM
ainsi que la concentration en Ulight_Peptide p7028K0 a 0,4 uM en présence de 100 uM
d’ATP. (b) Titration de I'ATP.Les essais ont été réalisés aux concentrations éreMEK-1
active (0,1 uM) et Ulight Peptide p70S6K (0,334 ubf) faisant varier la concentration
d’ATP de 0 & 250 uM(c) Vitesse de la réaction kinasées essais ont été réalisés aux
concentrations optimisées de MEK-1 active (0,1 pd))ight_Peptide p70S6K (0,334 uM)
et I’ATP (24,7 uM). Les réactions kinase ont ét@€taes aux temps indiqués par addition
d’EDTA (40 mM).
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PFBA Lance Ultra™
[MEK-1 active] nM 250 100
[Km app. Substrat] nM 1200 334
[Km app. ATP] nM 467 24 700
Temps réaction kinas, | 10 minutes 30 minutes,
température 30 °C température ambiante

Tableau 24 : Conditions expérimentales retenues pdei test direct sur MEK-1 selon les
deux méthodes : PFBA et Lance UItF4

Pour valider ces 2 méthodes, nous avons testéilditelrs commerciaux de MEK-1
de type allostérique (Ill) : U0128? MEK inhibitor 11°"° et PD9805%2 Nous avons aussi
testé la Staurosporine qui est un inhibiteur AThgétitif (type I) pour un grand nombre de
kinases’® Les résultats de la validation du test directMEK-1 sont décrits dans [Bableau

25,

. ICs0 ICsomesurées (nM)
Inhibiteur .
N publiees

(type d'inhibition) PFBA Lance Ultra™
(M)

u0126 (111 530 27600+41,4 > 50 000

MEK inhibtor 11 (1) 380 4 700 = 0,262 > 50 000

PD98059 (llI) 5 000 > 50 000 > 50 000

Staurosporine (1) 4 2,7+0,275 15,6 £ 2,17

TabIeT?Au 25 : Validation du test direct sur MEK-1 ev les deux méthodes PFBA et Lance
Ultra

Les résultats montrent que le test direct sur MEKi utilise une forme active de
MEK-1), n'est pas en mesure de montrer le caradtdnbiteur des produits U0126, MEK
inhibitor 1l et PD98059 quelque soit la méthoddisée PFBA ou Lance UItf¥ puisqu’une
différence d’au moins un facteur 10 est observdeedas IG, reportées et celles mesurées.
Ces résultats s’expliguent par le fait que ces am@p n’'inhibent pas la forme active de
MEK-1. En effet, des travaux antérieurs ont mormjue les produits U0126 et PD98059
bloquent l'activation de MEK-1 par Raf-1 en agidsamr la forme inactive de MEK, ils ne
bloquent pas I'activité kinase de MEK:

La Staurosporine a pu étre identifiée comme indibiitpuissant de MEK-1 avec une
valeur d’'IGo égale a 2,7 nM avec la méthode PFBA, ce qui esbem¢lation avec la valeur

372 Alessi D.R., Cuenda A., Cohen P., Dudley D.T..ti8kIA.R.: PD098059 is a specific inhibitor of the
activation of mitogen-activated protein kinase ki@ vitro andin vivo. J. Biol. Chem 1995 270, 27489-94.
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d’ICso publiée (4 nM). Cependant, la méthode Lance Uftim conduit & une valeur d'¢g6

fois supérieure a celle obtenue avec la méthodeAPER résultat s’explique par le manque
de sensibilit¢ de la méthode Lance Ultad(l & la mauvaise reconnaissance du peptide
substrat p70S6K par MEK-1.

En conclusion, ces résultats montrent que le testrdct sur MEK-1 ne permet pas
d’identifier tous les types d’'inhibiteurs de MEK. En effet, il est adapté uniquement pour
l'identification des inhibiteurs compétitifs de 'ATP et ne détecte pas les inhibiteurs
allostériques ayant de l'affinité pour la forme acive de MEK. Seul le test direct sur
MEK-1 avec la méthode PFBA pourrait étre utilisé pair détecter des inhibiteurs ATP

compétitifs ou allostériques affins pour la forme ative de MEK.

[I-1.1.3 Résultats de I'optimisation et de la validn du test direct sur
ERK-2

La méme approche multi étapes a été suivie poutitrtasation du test direct sur
ERK-2 avec les 3 méthodes : PFBA, Lance UMrat Lanthascreél. La Figure 63 la
Figure 64 et la Figure 65 décrivent les courbes obtenues pour les trois odéth
respectivement. L&ableau 26résume les concentrations retenues pour les essdigition
sur ERK-2.

De méme que pour le test direct sur MEK-1, la me¢h®FBA est celle qui consomme
le plus d’enzyme et de substrat. Etant donné quemeapparent pour 'ATP est déja tres
faible (0,8 nM), nous pouvons difficilement travail a plus faible concentration de ERK-2
active car le Km ATP serait encore plus faible c& mpus ferait prélever une trop petite
quantité d’ATP radioactif. La méthode Lanthascf¥ersemble étre la méthode la plus

sensible, puisqu’elle utilise les plus faibles dités en enzyme et substrat.

PFBA Lance Ultra™ Lanthascreen
[ERK-2 active] nM 250 187 3.8
[Km app. Substrat] nM 38 000 100 40
[Km app. ATP] nM 0,8 354 421
Temps réaction kinase,| 10 minutes, 30 minutes, 50 minutes,
température 30 °C température ambian{ température ambiante

Tableau 26 : Conditions expérimentales retenues pdel test direct sur ERK-2 selon les
trois méthodes : PFBA, Lance Ultfd' et Lanthascreef"
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Figure 63 : Optimisation du test direct sur ERK-2/@c la méthode PFBALes coefficients
de détermination Ret les barres d’erreurs représentant I'écart tyg@enus apres 3 essais
sont indigués. Les réactions kinase ont été arsétmes 20 minutes a 30 fi&ar addition
d’acide phosphorique 50 %. L8P incorporé par le substrat MBP durant la réactiest
qguantifi¢ avec un compteur a scintillation sans iidd de liquide a scintillation.(a)
Optimisation de la concentration optimale de ERKaZtive.Les essais ont été realisés en
variant la concentration en ERK-2 active de 0 850, ainsi que la concentration en MBP
de 0 & 40 pg/tube ou 86.4 UM en présence de 2 AVIRIet 0,1 uCi d’ATR*?P par tube.
(b) Titration de I'ATP. Les essais ont été réalisés aux concentrations fikeERK-2 active
(0,25 uM) et MBP (17,6 pg/tube ou 38 uM), en fdisamier la concentration d’ATP de 0 a
10 nM avec 0,1 uCi d’ATH*?P par tube(c) Vitesse de la réaction kinasees essais ont été
réalisés aux concentrations optimisées d’ERK-2vact0,25 uM), de MBPLY,6 pg/tube ou 1
mM) et d’ATP (0,8 nM) avec 0,1 puCi d’ATP¥P par tube. Les réactions kinase ont été
arrétées aux temps indiqués par addition de 5 |acide phosphorique 50 %.
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Figure 64 : Optimisation du test direct sur ERK-2vac la méthode Lance Ultfd. Les
coefficients de détermination, Rt les barres d’erreurs représentant I'écart typletenus
apres 3 essais sont indiqués. Les réactions kimageété arrétées aprés 60 minutes a
température ambiante par addition d’'EDTA (40 mMpa phosphorylation du substrat
Ulight_Peptide MBP est détectée apres l'additiomndicorps anti-phospho-Peptide MBP
marqué a I'Europium (8 nM). Aprés 20 min d’inculoatia température ambiante, les
emissions de fluorescence sont enregistrées a 6655enm apres une excitation a 340 nm
avec un lecteur de plaque VictoF¥/ Les rapports des émissions de fluorescence 665161
sont calculés pour chaque pui{®) Optimisation de la concentration optimale deRE-2
active.Les essais ont été réalisés en variant la concéntreen ERK-2 active de 0 a 0,375
MM ainsi que la concentration en Ulight_Peptide M&®0 a 0,4 uM en présence de 10 uM
d’ATP. (b) Titration de I'ATP. Les essais ont été réalisés aux concentrations 8reERK-2
active (0,187 uM) et Ulight_Peptide MBP (0,1 pM),faisant varier la concentration d’ATP
de 0 a 1.6 uM.(c) Vitesse de la réaction kinasd.es essais ont été réalisés aux
concentrations optimisées d’'ERK-2 active (0,187 judMlight Peptide MBP (0,1 uM) et
d’ATP (0,354 uM). Les réactions kinase ont été tagé aux temps indiqués par addition
d’EDTA (40 mM).

158



Chapitre 1l : Résultats

a
g 1.4 T T — | — T
o 1.2F % _____________ .
& cE_fe -t ERK-2 active (uM)
S 1f .- D PP TR [y
0 . PR L~
o og ¥ T 4 #0005
= 0.8 E 7 ﬂ/ .
g x A - ©=0.01
0.6 / 7
c - =X --
§ N f‘ -4 RZ= 099 ) 0.05
@ 04y 1 "t 025
E tr,'{
w o.2r: 7
0 o-6—§ T 1 1
0 0.2 04 0.6 0.8 1
[GFP-ATF2] M
b C
c 1.4[ T T T T T g 0.8y T T T T T [}
S 12 T 9 071 ]
e | i X o0.6f .
s 1 & ost y
o8 Kmapp.ATP= 0.421 M Lg .
o ’ 2 - = 041 ]
T 0.6 R®=0.98 . g 03k Temps =50 min
S C .
- R2=0.99
g 04 2 02
k%) R]
9 0.2 7 £ 01 1
£ w
Ll 0 1 1 1 1 1 = 0 1 1 1 1 1 1 =
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100 120 140
[ATP]uM Temps (minutes)

Figure 65 : Optimisation du test direct sur ERK-2vec la méthode Lanthascre&f. Les
coefficients de détermination, Rt les barres d’erreurs représentant I'écart typletenus
aprés 3 essais sont indiqués. Les réactions kirageété arrétées aprés 60 minutes a
température ambiante par addition d'EDTA (40 mMpa phosphorylation du substrat
GFP_ATF2 est détectée aprés I'addition d’anticognsi-phospho-ATF2 marqué au Terbium
(8 nM). Aprés 20 min d’incubation a température @ante, les émissions de fluorescence
sont enregistrées a 520 et 495 nm apres une excitat340 nm avec un lecteur de plaque
Victor V™. Les rapports des émissions de fluorescence 5208 sont calculés pour
chaque puits(a) Optimisation de la concentration optimale de KR active.Les essais ont
éte réalisés en variant la concentration en ERKe2ive de 0 a 0,25 pM ainsi que la
concentration en GFP_ATF2 de 0 a 0,80 uM en préseiec10 uM d’ATP(b) Titration de
'ATP. Les essais ont été réalisés aux concentratiores fen ERK-2 active (50 nM) et
GFP_ATF2 (40 nM), en variant la concentration dATe 0 a 50 uM(c) Vitesse de la
réaction kinaselLes essais ont été réalisés aux concentrationsnigies d’ERK-2 active (3,8
nM), de GFP_ATF2 (40 nM) et d’ATP (421 nM). Lescté&mns kinase ont été arrétées aux
temps indiqués par addition d’'EDTA (40 mM).

Pour valider ces 3 méthodes, nous avons testé hibiteur commercial spécifique
d’ERK-2 : FR18020%" (type 1) et la Staurosporifig (type 1). Les résultats de la validation
du test direct sur ERK-2 sont décrits dansT&bleau 27.Les 3 méthodes PFBA, Lance

373 Ohori M., Kinoshita T., Okubo M., Sato K., Yamazak, Arakawa H., Nishimura S., Inamura N., Nakaim
H., Neya M., Miyake H., Fuijii T.: Identification &f selective ERK inhibitor and structural deterrtiora of the
inhibitor-ERK2 complexBiochem. Biophys. Res. Comm@005 336, 357-63.
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Ultra™ et Lanthascreéff ont donné pour les 2 inhibiteurs, des valeurs 4§'t@Gut a fait

comparables les unes par rapport aux autres etartiké avec les valeurs reportées dans la

littérature.
Inhibiteur ICs0 publiées ICsomesurées (NM)
(type diinhibition) (nM) PFBA  Lance Ultra™ Lanthascreen™
FR180204 (1) 330 310+ 331 opg+444 259+ 27.9
Staurosporine (1) 4 400 1900+ 194 1000 + 23,2 10@ + 273

Tableau 27 : Validation du test direct sur ERK-2 exv les trois méthodes PFBA, Lance
Ultra™ et Lanthascree

En conclusion, les 3 méthodes PFBA, Lance UItfY et Lanthascreed™ ont été

validées pour le test direct sur ERK-2.

11-1.2 Optimisation et validation du test sur laubte cascade MEK/ERK

Nous avons montré précédemment que le test dieeMEK-1 permettait d’identifier
des inhibiteurs ATP compétitifs de MEK voire dekibiteurs allostériques ayant de l'affinité
pour la forme active de MEK. Néanmoins, il n’exigies encore d’inhibiteur commercial de
MEK permettant de démontrer cette deuxieme hypethB®us avons aussi démontré que
seule la méthode PFBA pouvait étre utilisée poteatér les inhibiteurs ATP compétitifs de
MEK-1. Etant donné que cette méthode présentenlamnvénients d’étre trés colteuse en
enzyme et substrat mais aussi tres colteuse ers ieicguise des étapes de lavage, nous avons
voulu développer le test sur la double cascade MRK/ avec les méthodes de TR-FRET
dans le but d’avoir une alternative a I'utilisatide la radioactivité pour le dosage de MEK-1.

A partir des optimisations faites pour le test dirsur ERK-2, les concentrations
fixées en enzyme ERK-2 et en substrat final (MBPUtight-peptide MBP ou GFP-ATF2)
ont été reprises, I'étape suivante a été la détertion de la concentration en MEK-1 active
nécessaire pour activer la double cascade. Noussastwisi de retenir la concentration en
MEK-1 active capable de phosphoryler 50 % du sabginal (EGo) pour se situer dans la
phase linéaire de I'hyperbole et maintenir aing bonne sensibilité du test. Par la suite, nous
avons déterminé le Km apparent pour I'ATP puislaps de la réaction kinase de fagon a se
situer dans la phase linéaire. Les résultats obt@our I'optimisation du test sur la double
cascade MEK/ERK avec les 3 méthodes sont illustaés laFigure 66, la Figure 67 et la

Figure 68.
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Figure 66 : Optimisation du test sur la double casie MEK/ERK avec la méthode PFBA.
Les coefficients de détermination & les barres d’erreurs représentant I'écart tygsenus
aprées 3 essais sont indiqués. Les réactions kinasé&té arrétées aprés 20 minutes a 30 °C
par addition d’acide phosphorique 50 %. % incorporé par MBP durant la réaction est
quantifi¢ avec un compteur a scintillation sans iidd de liquide a scintillation.(a)
Optimisation de la concentration en MEK-1 activees essais ont été réalisés en faisant
varier la concentration en MEK-1 active de 0 a O)0d en présence d’ERK-2 inactive (0,05
M), de MBP (28,2 uM) et d’ATP (50 uM) avec 0,1 H@BITP-<3?P. (b) Titration de I'ATP.
Les essais ont été réalisés aux concentrations fete MEK-1 active (7,55 nM), ERK-2
inactive (0,05 uM), MBP (28,2 uM) en faisant vararconcentration d’ATP de 0 a 1 pM
avec 0,1 puCi d’ATRBA?P par tube.(c) Vitesse de la réaction kinasees essais ont été
réalisés aux concentrations optimisées de MEK-ivadf7,55 nM), d’ERK-2 inactive (0,05
uM), de MBP (28,2 uM) et d’ATP (19,5 nM) avec OQi J’ATP-*?P par tube. Les
réactions kinase ont été arrétées aux temps indigo@r addition de 5 pL d’acide
phosphorique 50 %.
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Figure 67 : Optimisation du test sur la double caste MEK/ERK avec la méthode Lance
Ultra™. Les coefficients de détermination & les barres d’erreurs représentant I'écart type
obtenus aprés 3 essais sont indiqués. Les réadtioase ont été arrétées aprés 60 minutes a
température ambiante par addition d'EDTA (40 mMpa phosphorylation du substrat
Ulight_Peptide MBP est détectée aprés I'additiomrdicorps anti-phospho-Peptide MBP
marqué a I'Europium (8 nM). Aprés 20 min d’inculoatia température ambiante, les
émissions de fluorescence sont enregistrées a 6655nm aprés une excitation a 340 nm
avec un lecteur de plaque VictoF/ Les rapports des émissions de fluorescence 665161
sont calculés pour chaque puifa) Optimisation de la concentration en MEK-1 ae#i. Les
essais ont été réalisés en faisant varier la cotragion en MEK-1 active de 0 a 0,05 uM en
présence d’ERK-2 inactive (0,187 uM), d’Ulight-HdptMBP (0,1 uM) et I’ATP (50 uM).
(b) Titration de I'ATP. Les essais ont été réalisés aux concentrations BkeMEK-1 active
(2,56 nM), ERK-2 inactive (0,187 uM) et Ulight-RdptMBP (0,1 uM) en faisant varier la
concentration d’ATP de 0 a 60 uNk) Vitesse de la réaction kinasées essais ont éte
réalisés aux concentrations optimisées en MEK-lvad2,56 nM), ERK-2 inactive (0,187
KM), Ulight-Peptide MBP (0,1 uM) et ATP (5,5 uMgsLréactions kinase ont été arrétées
aux temps indiqués par addition d’EDTA (40 mM).
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Figure 68 : Optimisation du test sur la double caste MEK/ERK avec la méthode
Lanthascreen. Les coefficients de détermination Bt les barres d’erreurs représentant
I'écart type obtenus apres 3 essais sont indigués.réactions kinase ont été arrétées apres
60 minutes a température ambiante par addition dIBD(40 mM). La phosphorylation du
substrat GFP_ATF2 est détectée aprés I'additiomttrps anti-phospho-ATF2 marqué au
Terbium (8 nM). Apres 20 min d’incubation a tempéra ambiante, les émissions de
fluorescence sont enregistrées a 520 et 495 nnsapré excitation a 340 nm avec un lecteur
de plaque Victor W. Les rapports des émissions de fluorescence 520#49 sont calculés
pour chaque puitga) Optimisation de la concentration en MEK-1 ae#i.Les essais ont été
réalisés en faisant varier la concentration en MEkKactive de 0 a 0,03 uM en présence
d’ERK-2 inactive (0,05 uM), de GFP_ATF2 (0,04 puNMJ&ATP (50 uM).(b) Titration de
'ATP. Les essais ont été realisés aux concentrations 8ReMEK-1 active (1,13 nM), ERK-2
inactive (0,05 uM) et GFP_ATF2 (0,04 uM) en faisaantier la concentration d’ATP de 0 a
50 uM. (c) Vitesse de la réaction kinaskes essais ont été réalisés aux concentrations
optimisées en MEK-1 active (1,13 nM), ERK-2 in&c{¥,05 uM) et GFP_ATF2 (0,04 uM) et
ATP (4,43 uM). Les réactions kinase ont été areetéex temps indiqués par addition
d’EDTA (40 mM).
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Le Tableau 28 récapitule les concentrations retenues pour ME&ctive, ERK-2
inactive, le substrat final (MBP ou Ulight-peptitdBP ou GFP-ATF2) et 'ATP pour les
mesures d'inhibition sur la cascade MEK/ERK.

PFBA Lance Ultra™ Lanthascreer' ™
[MEK-1 active] nM 7,55 2,56 1,13
[ERK-2 inactive] nM 50 187 50
[Substrat final] nM 28 200 100 40
[Km app. ATP] nM 19,5 5500 4 430
Temps réaction kinase, 20 minutes 60 minutes, 80 minutes,
température 30 °C température ambian{ température ambiante

Tableau 28 : Conditions expérimentales retenues pda test sur la double cascade
MEK/ERK selon les trois méthodes : PFBA, Lance Wit et Lanthascreef

Concernant la méthode PFBA, le test sur la doubleascade est plus sensible que
le dosage direct de MEK-1 (Tableau 24). En effeteltest sur la double cascade utilise 30
fois moins d’enzyme MEK-1 et 24 fois moins d’enzymERK-2, ce qui représente un net
avantage économique. Les méthodes de TR-FRET, enrfieulier Lanthascreen™ sont
encore plus sensibles que la méthode PFBA et perregit de consommer encore moins
d’enzymes et de substrats.

Pour valider ce test, nous avons testé les ménmdsteaurs que pour le test direct sur
MEK-1. Les résultats sont détaillés dan3 &bleau 29

- ICs0 ICs0 mesurées (nM)

Inhibiteur _
L publiées

(type d'inhibition) (M) PFBA Lance Ultra™  Lanthascreed
u0126 (Il) 530 33100+ 3,67 4500+ 206,6 380826,9
MEK inhibtor 11 (I11) 380 7000+0,289 4600+, 8 700 + 747,9
PD98059 (111) 5000 > 50 000 > 50 000 > 50 000
Staurosporine (1) 4,0 1,1+0,276 1,7 +0,293 10,193

Tableau 29 : Validation du test sur la double caseaMEK/ERK avec les trois méthodes
PFBA, Lance Ultra™ et Lanthascreef”

Les 3 méthodes ont donné des résultats comparat@eest ne permet pas d’identifier
les inhibiteurs de type allostérique : U0126, MERIbtor Il et PD98059, par contre pour les

3 méthodes, nous avons obtenu une bonne inhibikota Staurosporine avec des valeurs
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d’'ICso comparables (1,1 et 1,7 nM). Par conséquent,stgp&emet d’identifier des inhibiteurs
ATP compétitifs de MEK-1.

Les trois méthodes ont été validées pour la déteati d’'inhibiteurs de MEK ATP
compétitifs. Par conséquent, les méthodes non radictives Lance Ultrd™ ou
Lanthascreen™ pourront étre utilisées en routine a la place duest direct sur MEK-1
uniqguement validé avec la méthode PFBA. De plus cewméthodes permettent de
travailler a plus faibles concentrations d’enzyme t de substrat ce qui est plus

economique.

11-1.3 Optimisation et validation du test sur lple cascade Raf/MEK/ERK

Pour la mise au point du test sur la triple la adscRaf/MEK/ERK avec les trois
méthodes : PFBA, Lance UI{f4 et Lanthascreél, nous avons suivi une approche multi
étapes>* 1) la détermination des concentrations optimal&RH-2 et son substrat (Km
apparent) ; 2) la détermination de la concentrattenMEK-1 active pour obtenir 50 % de
phosphorylation du substrat Ulight-MBP ; 3) la détmation de la concentration de Raf-1
active pour obtenir 50 % de phosphorylation du sab&Jlight-MBP ; 4) la détermination du
Km apparent pour 'ATP ; 5) le choix du temps daatéon pour se situer dans des conditions
de vitesse initiale. Les mesures didCsont effectuées en présence des concentrations
optimales déterminées pour Raf-1, MEK-1 et ERKt2Kan apparent pour 'ATP et dans les
conditions de vitesse initiale de la réaction kenaSes précautions sont indispensables pour
une bonne sensibilité du test vis-a-vis d’inhibitede Raf, MEK et/ou ERK.

La premiére étape d’optimisation du test sur lalércascade a déja été effectuée pour
la mise au point du test direct sur ERK-2 avedreis méthodesHigure 63a Figure 644 et
Figure 653. De méme, la deuxieme étape d’optimisation dmtecentration en MEK-1 a été
achevee lors de la mise au point de la double dasMEK/ERK avec les trois méthodes
(Figure 663 Figure 673 et Figure 683. La suite des étapes d’optimisation de la cascade
Raf/MEK/ERK avec les trois méthodes PFBA, Lanceralt et Lanthascreélf sont
représentées dans Fagure 69, la Figure 70 et laFigure 71 respectivement. Les détails

expérimentaux sont indiqués dans les légendes.

165



Chapitre 1l : Résultats

0_ 1 1 1 1 1 1
0O 2 4 6 8 10 12 14

[Raf-1]nM
b
c
] 3 104+ T T T T o
= 2,5104 .
- g 2104 -
) .
Kmapp.ATP = 0.332uM 1,5 104 Temps =20 min .
4000 ]
R2=0.99 1104} R2=0.98 i
2000 ] 50001 i
0 1 1 1 1 1 0 P 1 1 1 1
0O 02 04 06 08 1 1.2 0 20 40 60 80 100
[ATP]uM Temps (minutes)

Figure 69 : Optimisation du test sur la triple casde Raf/MEK/ERK avec la méthode
PFBA. Les coefficients de détermination. Res réactions kinase ont été arrétées apres 20
minutes a 30 °C par addition d’acide phosphoriq@e%. Le*’P incorporé par MBP durant

la réaction est quantifie avec un compteur a sktatton sans addition de liquide a
scintillation. (a) Optimisation de la concentration en Raf-1 aatiLes essais ont été realisés
en faisant varier la concentration en Raf-1 actde O a 12,6 nM en présence de MEK-1
inactive (7,55 nM), d’ERK-2 inactive (0,05 uM), &P (28,2 uM) et d’ATP (2 uM) avec 0,5
UCi d’ATP4£*%P. (b) Titration de 'ATP.Les essais ont été réalisés aux concentrations fixe
en Raf-1 active (1,36 nM), MEK-1 inactive (7,55 nHIRK-2 inactive (0,05 pM), MBP (28,2
M) en faisant varier la concentration d’ATP de @A pM avec 0,5 pCi d’ATR?P par
tube. (c) Vitesse de la réaction kinasé.es essais ont été réalisés aux concentrations
optimisées de Raf-1 active (1,36 nM), MEK-1 in&c{i¥,55 nM), ERK-2 inactive (0,05 uM),
MBP (28,2 uM) et ATP (0,332 pM) avec 0,5 pCi d’AFEP par tube. Les réactions kinase
ont été arrétées aux temps indiqués par additio dé& d’acide phosphorique 50 %.
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Figure 70 : Optimisation du test sur la triple casde Raf/MEK/ERK avec la méthode
Lance Ultra™. Les coefficients de détermination Bt les barres d’erreurs représentant
I'écart type obtenus apres 3 essais sont indigués.réactions kinase ont été arrétées apres
60 minutes a température ambiante par addition drTBD(40 mM). La phosphorylation du
substrat Ulight_Peptide MBP est détectée aprésditamh d’anticorps anti-phospho-Peptide
MBP marqué a I'Europium (8 nM). Aprés 20 min d’ibation & température ambiante, les
emissions de fluorescence sont enregistrées a 6655enm apres une excitation a 340 nm
avec un lecteur de plaque VictoF¥/ Les rapports des émissions de fluorescence 665161
sont calculés pour chaque pui{g) Optimisation de la concentration en Raf-1 addi Les
essais ont été réalisés en faisant varier la cotreéion en Raf-1 active de 0 & 10 ng/puit
(15,4 nM) en présence de MEK-1 inactive (2,56 lMBRK-2 inactive (0,187 uM), d’Ulight-
Peptide MBP (0,1 uM) et d’ATP (50 uMh) Titration de 'ATP.Les essais ont été réalisés
aux concentrations fixes en MEK-1 active (2,56 nERK-2 inactive (0,187 uM) et Ulight-
Peptide MBP (0,1 uM) en faisant varier la concetitnad’ATP de 0 a 150 pMc) Vitesse de
la réaction kinaselLes essais ont été réalisés aux concentrationsnigies en Raf-1 active
(0,615 nM), MEK-1 inactive (2,56 nM), ERK-2 inaeti,187 uM), Ulight-Peptide MBP (0,1
HM) et ATP (5 uM). Les réactions kinase ont ét@tées aux temps indiqués par addition
d’EDTA (40 mM).
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Figure 71 : Optimisation du test sur la triple casde Raf/MEK/ERK avec la méthode
Lanthascreen". Les coefficients de détermination Bt les barres d’erreurs représentant
I'écart type obtenus apres 3 essais sont indigués.réactions kinase ont été arrétées apres
60 minutes a température ambiante par addition dTBD(40 mM). La phosphorylation du
substrat GFP_ATF2 est détectée aprés I'additiomttrps anti-phospho-ATF2 marqué au
Terbium (8 nM). Apres 20 min d’incubation a tempéra ambiante, les émissions de
fluorescence sont enregistrées a 520 et 495 nnsapré excitation a 340 nm avec un lecteur
de plaque Victor W. Les rapports des émissions de fluorescence 520#49 sont calculés
pour chaque puits(a) Optimisation de la concentration en Raf-1 aati Les essais ont été
réalisés en faisant varier la concentration en Ra#ctive de 0 a 5 ng/tube (7,7 nM) en
présence de MEK-1 inactive (1,13 nM), d’ERK-2 inact0,05 uM), de GFP_ATF2 (0,04
UM) et I’ATP (50 uM)(b) Titration de 'ATP.Les essais ont été réalisés aux concentrations
fixes en Raf-1 active (0,2 nM), MEK-1 inactive 8/AM), ERK-2 inactive (0,05 pM) et
GFP_ATF2 (0,04 uM) en faisant varier la concenwatd’ATP de 0 & 100 pMc) Vitesse de

la réaction kinaselLes essais ont été réalisés aux concentrationsnigies en Raf-1 active
(0,2 nM), MEK-1 inactive (1,13 nM), ERK-2 inacti{@05 uM) et GFP_ATF2 (0,04 uM) et
ATP (27 uM). Les réactions kinase ont été arréeestemps indiqués par addition ’EDTA
(40 mM).

Le Tableau 30résume les concentrations retenues pour Raf-leadiEK-1 inactive,
ERK-2 inactive, le substrat final (MBP ou Ulightgiele MBP ou GFP-ATF2) et 'ATP pour

les mesures d’inhibition sur la triple cascade R&EK/ERK. Comme observé précédemment
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pour les autres tests mis au point, les méthod@ReERET Lance Ultrd” et Lanthascreéff

utilisent moins d’enzymes et substrats que la nugRFBA.

PFBA Lance Ultra™ Lanthascreen ™
[Raf-1 active] nM 1,36 0,615 0,2

[MEK-1 inactive] nM 7,55 2,56 1,13

[ERK-2 inactive] nM 50 187 50

[Substrat final] nM 28 200 100 40

[Km app. ATP] nM 322 5000 27 000
Temps réaction kinase, 20 minutes 50 minutes, 80 minutes,

température 30 °C température ambiantetempérature ambiante

Tableau 30: Conditions expérimentales retenues pde test sur la triple cascade
Raf/MEK/ERK selon les trois méthodes : PFBA, Lantiétra™ et Lanthascreef

Pour valider ces méthodes nous avons testé trbibiteurs commerciaux de Raf-1
(Sorafenib, GW5074, ZM336372), trois inhibiteursteoerciaux de MEK (U0126, MEK
inhibitor 1l, PD98059), un inhibiteur commercial deERK (FR180204) et un inhibiteur

possédant un large spectre d’action la Staurospoties résultats de ces validations sur la
triple cascade Raf/MEK/ERK sont détaillés dandbleau 31

Inhibiteur ICs0 ICsomesurées (nM)
s publiées = -
(inhibition type) (M) PFBA Lance Ultra Lanthascreen
n
Raf Sorafenib (11) 6 79,6 5+0,3 560,071
a
inhibitors GW5074 (1) 9 3,2x0,3 8324 10,2+ 2,3
ZM336372 (1) 70 49+ 12,3 63,5+£8,7 9+£0,94
VIEK u0126 (I 530 285 + 40 800+81,1 125+ 11,5
inhibitors MEK inhibitor I 380 694 + 160 353 +64,3 200Cx428
PD98059 (ll1) 5 000 5000 + 637 2700704 1 00062
ERK FR180204 (1) 330 146 £ 61,1 133 £ 26,7 130 £ 20
“Other  Staurosporine (1) 63 13036 26%0,19 11+0,2

Tableau 31 : Validation du test sur la triple casiba Raf/MEK/ERK avec les trois méthodes

PFBA, Lance Ultra™ et LanthascreeR"

La Figure 72 illustre des exemples de courbes d’inhibition obts avec des
inhibiteurs de Raf, MEK et ERK (Sorafenib, ZM3363700126, MEK inhibitor I,
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FR180204 et Staurosporine) sur la triple cascadé@VIEXK/ERK avec la méthode Lance

Ultra™.
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Figure 72 : Exemples de courbes d’inhibition obteesi sur la triple cascade Raf/MEK/ERK
avec la méthode Lance UItf¥. Les courbes d'Ig ont été tracées suivant I'équation
hyberbolique : % inhibition = 100*x / (I§5+x) ou I'équation sigmoidale : % inhibition =
(100*xP / (ICs>+x"), b = nombre de Hill. Les coefficients de détemtion R et les barres
d’erreurs représentant I'écart type obtenus apréseskais sont indiqués. Les solutions
d’inhibiteurs sont diluées en série dans du DMSEs kssais d’inhibition ont été réalisés
selon les conditions optimales pour la triple cageda) Sorafenib. (b) ZM336372. (c) MEK
inhibiteur 2. (d) U0126. (e) FR180204. (f) Staurasne.

Les valeurs d’lG, obtenues pour la plupart des inhibiteurs : SorafeBW5074,
U0126, PD98059, FR180204 et Staurosporine sont ambfes entre les différentes
meéthodes. Concernant les inhibiteurs Sorafenib, GR¥5U0126, PD98059, FR180204, ces
valeurs sont aussi cohérentes avec celles déd#es la littérature pour les 3 méthodes
PFBA, Lance Ultrd" et Lanthascreél. Dans la plupart des cas, nous observons une
différence d'un facteur 2 a 5 entre les valeur<Cgflmesurées et celles reportées. Ces
divergences ne sont pas significatives et s’exphdpar le fait des diverses techniques ou
concentrations d’enzymes, substrats, ATP utilipéedes différents auteurs.

Les travaux décrits par Vog&f ont montré pour la Staurosporine, des valeurssg’lC

égales a 60 nM sur la triple cascade Raf/MEK/ERK BM sur la double cascade MEK/ERK
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avec la méthode Lanthascré®nA lissue de nos optimisations, nous avons obfeour la
Staurosporine des valeurs dsomparables comprises entre 1,1 et 2,6 nM pouekts sur

la triple cascade Raf/MEK/ERK. Par conséquent, ramass retrouvé avec le test sur la triple
cascade, la valeur d’lg correspondant a I'inhibition directe de MEK parS3#aurosporine
(2,7 nM). Ainsi, ce résultat est plus cohérent geklii obtenu précédemment par I'équipe de
Vogel et indiqgue que notre optimisation du test Isutriple cascade est plus fine pour la
détection des inhibiteurs de MEK.

Les valeurs d’lG, attendues ont été obtenues pour les inhibitelostéfiques de
MEK : U0126, MEK inhibitor 1, PD98059 et pour [Imbiteur ATP compétitif la
Staurosporine, par conséquent, le test sur latdascade est le plus adapté pour la détection
d’inhibiteurs de MEK qu'’ils soient allostériques &IP compétitifs. Ce résultat s’explique
par le fait que les inhibiteurs U0126, MEK inhibitd, PD98059 ont de I'affinité pour la
forme inactive de MEK-1 qui est utilisée dans & &ur la triple cascade.

Néanmoins, quelques différences entre les val€l@sgdmesurées et celles publiées
ont été observées pour 2 inhibiteurs ZM336372 etKMB&hibiteur Il avec la méthode
Lanthascreeft’. Concernant ZM336372, une valeur di§Csept fois supérieure a celle
attendue a été mesurée tandis que pour MEK inhibife nous avons obtenu une valeur
d’ICsocing fois inférieure a celle attendue. Dans un peetemps, nous avons Vérifié que ces
différences n’étaient pas dues a des interféreages le signal de fluorescence. Pour cela,
nous avons contrélé que ces deux produits n’abebnies a la longueur d’excitation (340
nm) ou n'’émettent de la fluorescence dans la zégmigsion mesurée (520 nm et 495 nm)
aux concentrations étudiées. Etant donné que n&wwns pas observé d’émission ou
d’absorption de fluorescence par les composés ZBRB3®u MEK inhibiteur Il, nous en
avons déduit que les divergences observées estne@daltats provenaient d’'un phénomeéne
d’interférence entre ces inhibiteurs et le fluorogghaccepteur GFP (238 résidus) du substrat
final ATF2 en raison de I'encombrement stérique égénpar celui-ci. Contrairement a la
méthode LanthascreBfy aucun probléme d'interférence ne fut observé ases deux
produits selon la méthode Lance Ulfaqui utilise un fluorophore accepteur moins

volumineux que le GFP (Ulight).

En conclusion, le test sur la triple cascade est [@dus adapté pour détecter des
inhibiteurs de MEK-1 aussi bien allostériques qu’ATP compétitifs. Bien que la méthode

M

Lanthascreen™ utilise les quantités les plus faibles d’enzymes de substrat que les

deux autres méthodes, elle s’est révélée étre plasnsible aux interférences avec les
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composeés inhibiteurs. Par conséquent, nous avonsotéi d'utiliser la méthode Lance
Ultra™ pour nos tests en routine sur la triple cascade da le but d'identifier des
inhibiteurs potentiels de MEK.

11-1.4 Evaluation de la qualité des tests

La reproductibilité et la performance des méthaddisées en criblage haut débit sont
évaluées par un facteur qualitatif appelé facteurL&s équations et la signification de ce
facteur ont été reportées par I'équipe de Zdhd.e facteur Z' est calculé & partir de 4
parametres qui sont les moyennes des contrélesfpadi négatifs ainsi que les écarts types
correspondant. Un test possédant un facteur Z' denemtre 0,5 et 1 est considéré comme
trés performant et trés reproductible, par conséigeempatible avec les études d’inhibition.

A titre d’exemple, nous avons calculé les factedirsle nos deux principaux tests : le test
direct sur Raf-1 et le test sur la triple cascad&MREK/ERK avec les trois méthodes PFBA,
Lance Ultrd" et Lanthascreéff. La Figure 73illustre les résultats obtenus pour le test direct
sur Raf-1 et ses deux méthodes validées : PFBAaethiascreelY. Des valeurs de facteurs
Z' comparables : 0,88 et 0,83 ont été obtenues lesudeux méthodes mises au point pour le

test direct sur Raf-1 indiquant leur excellenterodpctibilite.

Q
o

2000 T T T T
] g 01 T T T T
o o 0 o ¢ o
1500 | [o} o ] [o] -1 S 0.08F o
I © % 5 5 @ 5 o0 g
c N 006 e .
1000 = T
2 FacteurZ’= 0,88 '% 0.04} FacteurZ’=0,83 -
c - -
500 7 2 0.02 O oo 0 g p oo
7]
o B 0 oggood o T UEJ 0r L L L 1 i
or ! ! ! ! 0 2 4 6 8 10
0 2 4 6 8 10

L Réplicats
Réplicats N .
o contrdle positif

O contréle négatif

Figure 73 : Calcul du facteur Z’ pour le test dirésur Raf-1. Pour chaque méthode, les
contréles positifs ont été obtenus en abscence’idleibiteur Sorafenib, tandis que les
contrbles négatifs ont été réalisés en présence2 deM de Sorafenib(a) PFBA. (b)
Lanthascreen™.

374 Zhang J.H., Chung T.D., Oldenburg K.R.: A Simptitistical parameter for use in evaluation anddegion
of high throughput screening assaysBiomol. Screen1999 4, 67-73.
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De méme, nous avons calculé le facteur Z' pour whaaes trois méthodes validées
pour le test sur la triple cascade Raf/MEK/ERKigure 74). D’excellentes valeurs de
facteurs Z' ont été obtenues : 0,88, 0,86 et O@Tr fres méthodes PFBA, Lance Ultfaet
Lanthascreelt' respectivement. Ces résultats confirment la rassst et la performance des
méthodes mises au point sur la triple cascadei qiresleur compatibilité avec les mesures
d’inhibition sur la voie Raf/MEK/ERK.
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Figure 74 : Calcul du facteur Z' pour le test surltriple cascade Raf-1/MEK/ERKPour
chaque méthode, les contréles positifs ont éténoisten abscence de l'inhibiteur Sorafenib,
tandis que les contrbles négatifs ont été réalisgsprésence de 2 uM de Sorafer(@y)
PFBA. (b) Lance Ultrd"™. (c) Lanthascreef".

En conclusion, pour évaluer la qualité des tests miau point sur Raf-1 et le test
sur la triple cascade Raf/MEK/ERK, les facteurs Z'ont été calculés pour les méthodes
PFBA, Lance Ultra™ et Lanthascreed™. D’excellentes valeurs de facteurs Z’ ont été
obtenues indiquant une excellente reproductibilitétde ces méthodes, ainsi que leur

compatibilité avec les mesures d’inhibition sur Rafl et sur la voie Raf/MEK/ERK.
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11-1.5 Evaluation des inhibiteurs synthétisés

Les deux séries de composés synthétisés au ceuastidése ont été testées sur Raf-1
avec la méthode Lanthascré8nla Figure 75aci-dessous, illustre les courbes d'inhibition
obtenues pour le proded. Dans un premier temps son effet inhibiteur ang&éuré sur Raf-

1 avec la méthode Lanthascr@&n(Figure 75b), puis mesuré avec notre méthode de
référence PFBA pour comparer les deux résultatsnoist Figure 759. Enfin, nous avons
testé son effet inhibiteur sur la triple cascad&MBK/ERK avec la méthode Lance Ut

(Figure 75d) afin de savoir s'’il agissait sur d’autres proésirkinases de la voie.
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Figure 75 : Effet inhibiteur du produit synthétisé4. (a) Formule chimique du composé 64.
Les courbes d’lgy ont été tracées suivant I'équation hyberbolique irfibition = 100*x /
(ICs¢tx). Les coefficients de déterminatiopd les barres d’erreurs représentant I'écart type
obtenus aprés 3 essais sont indiqués. Les solutieqpsoduit 64 ont été diluées en série dans
du DMSO.(b) Test direct sur Raf-1 avec la méthode Lanthasem™. (c) Test direct sur
Raf-1 avec la méthode PFBA. (d) Test sur la triglascade Raf/MEK/ERK avec la méthode
Lance Ultra™.

Les valeurs d’lGy mesurées sur Raf-1 sont similaires pour les dedthoales
Lanthascreelt' (9,44 pM) et PFBA (8,02 uM). Elles sont aussi camples avec la valeur

obtenue pour le test sur la triple cascade (8,7Q. r conséquent, le proddit inhibe
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spécifiguement Raf-1 et n’interfere pas avec lesriphores des méthodes de TR-FRET

LanthascreelY et Lance Ultr&Y.

En conclusion, les tests mis au point sur Raf-1 esur la triple cascade
Raf/MEK/ERK, nous ont permis d’identifier parmi les composés synthétisés, un premier
inhibiteur de Raf-1 avec une valeur d’IG, comprise entre 8 et 9 uM. Aucune
interférence avec les fluorophores des méthodes @®-FRET Lanthascreen’™ et Lance

Ultra ™ fut observée.

[I-2 Etude la protéine PEBP/RKIP, inhibiteur naturel de la voie Raf/MEK/ERK

Parallélement a I'évaluation biologigue de nos posé&s organiques synthétisés, nous
avons aussi appliqué les tests mis au point adétie la protéine PEBP/RKIP inhibitrice de
la voie Raf/MEK/ERK décrite comme intéragissanediement avec Raf, puis MEK et ERK
plus faiblement®*"°Etant donné le réle important que joue la PEBPHR#4nNS le cancéf®
développer des produits capables de mimer sonsafait d’'un grand intérét thérapeutigie.

A ce jour, seule une méthode a été décrite pousuree I'effet inhibiteur de
PEBP/RKIPIn vitro et consiste & mesurer la radioactivité incorpgaele substrat au cours
de la réaction kinase en utilisant des gels élphtioese soumis a une révélation par
autoradiographid®*390375376378cgnsidérant I'intérét d’avoir une méthode plus depiet
efficace pour étudier I'action de la PEBP (et sas@s potentiels), I'effet inhibiteur de la
PEBP a été mesuré sur tous nos tests mis au gant articulier ceux développés avec les
méthodes récentes de TR-FRET (Lance Ultrat Lanthascreélf). Les tests développés
avec la méthode classique PFBA nous servent deen&fé.

La PEBP/RKIP a été mise en solution dans les tasxinase appropriés selon la
meéthode a la concentration mere de 1 mg/mL ou 50 a\oncentration maximale par essai
est de 25 uM quelque soit la méthode et le tes. rapports stcechiométriques entre les

kinases et PEBP/RKIP sont similaires & ceux troalas plusieurs lignées cellulairé$®’®

375 Yeung K., Janosch P., McFerran B., Rose D.W., MikcH., Sedivy J.M., Kolch W.: Mechanism of
suppression of the Raf/MEK/extracellular signalulaged kinase pathway by the raf kinase inhibitootgin.
Mol. Cell. Biol, 200Q 20, 3079-85.
376 Zeng L., Imamoto A., Rosner M.R.: Raf kinase irifioity protein (RKIP): A physiological regulator and
future therapeutic targdexpert Opin. Ther. Target2008 12, 1275-87.
377 Bonavida B., Baritaki S., Huerta-Yepez S., Vegal.MChatterjee D., Yeung K.: Novel therapeutic
applications of nitric oxide donors in cancer: ol chemo- and immunosensitization to apoptosid an
inhibition of metastaseslitric Oxide 2008 19, 152-7.
378 Hagan S., Garcia R., Dhillon A., Kolch W.: Raf &se inhibitor protein regulation of raf and MAPK
signaling.Methods Enzymql2006 407, 248-59.
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Les courbes d’inhibition obtenues avec la méthatte référence PFBA sont
représentées dans Rigure 76. Ces courbes montrent que la plus forte inhibitae
PEBP/RKIP est obtenue sur la triple cascade Raf/MHRK (93 % d'inhibition a 25 uM de
PEBP). L'effet inhibiteur diminue sur la double cade MEK/ERK (74 % a 25 uM de
PEBP). Il décroit encore sur les tests directs ¥6@’inhibition de MEK-1, 56 % d’inhibition
d’ERK-2 et 43 % d'inhibition de Raf-1. Par conséque?EBP/RKIP semble inhiber plus
MEK et ERK que Raf-1. Ce résultat est en accora &®résultats reportant que PEBP/RKIP
a moins d’affinité pour la forme active de Raf-El(e utilisée dans les tests) que la forme
inactive présente dans la celldlé.De plus, il faut remarquer que toutes les formes
commerciales de Raf-1 sont tronquées (306-finpetle domaine catalytique est assez stable
pour étre purifié. Or ces mémes travaux ont momie PEBP/RKIP se fixerait éxrterminal
du domaine kinase, cette partie est tronquée densdurces commerciales de RafPar
conséquent, il est vraisemblable que l'inhibitienREBP/RKIP serait meilleure avec la forme

entiére de Raf-1 que celle observée avec la foromg|tiée.
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Figure 76 : Effet inhibiteur de la protéine PEBP/RIR mesuré avec la méthode PFBA sur
les trois tests directs (Raf-1, MEK et ERK), lettear la double cascade MEK/ERK et le test
sur la triple cascade Raf/MEK/ERKLes courbes d’Igy ont été tracées suivant I'équation
sigmoidale : % inhibition = (100*X)/ (ICsc®+x”), b = nombre de Hill. Les coefficients de
détermination Ret les barres d’erreurs représentant I'écart tygi#enus aprés 6 essais sont
indiqués.

La Figure 77 illustre les courbes d’inhibition de PEBP/RKIP aves deux méthodes
utilisant la technologie TR-FRET : Lance UltYaet Lanthascreélf. Les résultats obtenus
pour ces deux méthodes sont en complete adéquatiemn ceux obtenus avec la méthode

PFBA.
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Le fort effet inhibiteur observé sur la triple cade Raf/MEK/ERK est probablement
dd au fait que PEBP/RKIP agit sur les formes astige inactives des trois kinases. Des
précédents travaux avaient montré que PEBP/RKIBénlfactivité kinase de Raf mais aussi
son activation par Ra8° Nos résultats suggérent que la protéine PEBP/RiiPe 'activité

catalytique et I'activation de chaque kinase dealscade.

1007 ' ' TR Méthode Lanthascreen ™
-©— testdirect Raf-1
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S &0 | = — double cascade MEK/ERK
E -=%-- triple cascade Raf/MEK/ERK
£ . ]
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Figure 77 : Effet inhibiteur de la protéine PEBP/RIR mesuré avec les méthodes utilisant
la technologie TR-FRET : Lance Ultr8" et Lanthascree, sur deux tests directs (Raf-1
et ERK), le test sur la double cascade MEK/ERK et test sur la triple cascade
Raf/MEK/ERK. Les courbes d'lg ont été tracées suivant I'’équation sigmoidale : %
inhibition = (100*xY’ / (ICso>+x"), b = nombre de Hill. Les coefficients de détermtion R et

les barres d’erreurs représentant I'écart type ohte aprés 6 essais sont indiqués.

En conclusion, nous avons mis au point une nouvelméthode plus facile et plus
rapide utilisant la technologie TR-FRET pour mesure I'effet inhibiteur de la protéine
PEBP/RKIP sur les enzymes de la voie Raf/MEK/ERK. B mise au point de tous les tests
enzymatiques, nous a permis de montrer que PEBP/RRI inhibe in vitro toutes les
enzymes de la voie Raf/MEK/ERK. Son effet inhibiteu augmente avec le nombre de
partenaires et atteint son maximum sur la triple cacade, indiquant que PEBP/RKIP
inhibe les formes inactives et les formes activesesl kinases Raf, MEK et ERK. Par
conséquent, ces tests pourront étre appliqués a Vauation des futurs inhibiteurs
mimant I'interaction de PEBP/RKIP avec toutes les ezymes de la voie Raf/MEK/ERK.
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[1-3 Activité biologique des produits synthétisés

Trente produits finaux ont été évaluasvitro, sur quatre protéines kinases purifiées :
Raf-1, DYRK1A, CDK5 et GSK3 et sur 6 lignées deluek cancéreuses humaines
représentatives de différents organes sein, faemon, prostate, célon. Raf-1 et CDK5 sont
des cibles thérapeutiques anticancéreuses tandi®DYRK1A est étudiée pour le traitement
de la maladie d’Alzheimer. GSK3 est une cible impée dans les deux pathologies.

11-3.1 Activité biologigue des produits substitugrs positionC-5 etN-1 du 4-

azaindole

Les résultats concernant I'évaluation biologique ld premiére série de composés
substitués en positio@-5 et N-1 du 4-azaindole sont indiqués dansTigbleau 32 Les
résultats des tests sur les kinases purifiéescedmtes en bleu, les valeurs dsiCeprésentent
les concentrations de produits conduisant a 50ifhithition de I'activité enzymatique. Pour
les enzymes CDK5, DYRK1A et GSK3, les composés éattestés a une concentration
maximale de 10 uM. Pour Raf-1, ils ont été teste aine concentration maximale de 25
MM. Les resultats des tests sur les cellules soturés en rose et les valeurs &4C
représentent les concentrations de produits coadug la mort de 50 % des cellules. Les
produits ont été testés avec une concentration maei de 25 uM. Les valeurs djg

inférieures a 10 uM sont indiquées en rouge.

Activité in vitro sur enzymes purifiées.es produits possédant €r5 le groupement

4-chloro-3-trifluorométhyl-phénylamine (cycl€) et enN-1 un groupement phénylcétone
(cycle A) fonctionnalisé emara (R1) par des groupements accepteurs de liaison hydepge
ether méthylique, ester, nitrild@, 52, 53) ou donneur et accepteur de liaison hydrogene de
type amide %5) ne présentent aucune activité inhibitrice vissides 4 kinases testées. Le
remplacement du cycl& par un hétérocycle azoté : la 3-chloro-4-pyrid{d&) ou la 4-
chloro-3-pyridine $4) n’a pas permis d’améliorer I'activité inhibitrice

La fonctionnalisation emméta (R2) du cycle A notamment par des groupements
accepteurs de liaison hydrogene nitrbé)( pyrazine $8) et nitro £9) s’est avéreée inefficace
sur l'activité inhibitrice des différentes kinaseBar contre pour le produi64, la
fonctionnalisation erméta du cycle A par un groupement amino accepteur de liaison

hydrogéne a permis d’obtenir un début d’inhibitae Raf-1 avec une valeur djgégale a
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9,8 uM. La protection de la fonction amine @b par le groupement Boc conduit a la perte

de l'activité vis-a-vis de Raf-166).

Activité in vitro sur cellules cancéreusekes produitsb0, 53, 54, 56 et 60 inactifs sur

les kinases étudiées, se sont avérés avoir unat@cintitumorale modérée avec des valeurs
d’'ICso comprises entre 2 et 9 uM. Les proddg 50 et 54 ont une activité cytotoxique
comparable a celle de la Roscovitine et ne monpastde sélectivité marquée vis-a-vis d'une
lignée cellulaire contrairement aux produt} 60 et 64 qui sont plus sélectifs. Le prod&@8

est actif sur les cellules du foie et du célorpreduit60 sur les cellules du poumon @&t sur

les cellules du foie. Cependant, les prodbiis53, 54 et 56 sont peu sélectifs des cellules
tumorales (facteur de sélectivité inférieur a 3)itsatuent aussi 50 % des fibroblastes sains a
des concentrations comprises entre 10 et 20 uM.

De facon intéressante, le produit le plus actif Raf-1 ©4) est spécifiqguement
cytotoxique vis-a-vis des cellules de foie |G 3 uM) et peu toxique envers les cellules
saines (1G> 25 uM).

La comparaison du produst3 (nitrile enpara) et son analogug6 (nitrile en métg
montre que ce dernier est plus cytotoxique et mgpEgifique. La comparaison des produits
54 et57indique que la présence de I'azotg enmeéta(54) améliore d’au moins un facteur 3,
I'activité cytotoxique vis-a-vis de toutes les légs.

La protection de la fonction amine €R5 par le groupement Bo6%) conduit a la
perte de l'activité cytotoxique. La comparaison defivités cytotoxiques entre les prodiits
et 62 montre que le remplacement du cy€e4-chloro-3-trifluorométhyl-phénylamine, par

un groupement méthoxy entraine la perte de I'effegtoxique.

En conclusion, la présence d'une fonction amine eposition C-5 du noyau 4-
azaindole (cycle B) ainsi que la substitution eméta du cycle A par un groupement
accepteur ou donneur de liaison hydrogéne est favable pour I'activité cytotoxique. De
plus, la fonctionnalisation enméta par un groupement accepteur de liaison hydrogéene

favorise I'activité inhibitrice de vis-a-vis Raf-1.
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R3 N\
JOR
Z N
_R2
~ \Rl
IC 5o M2 IC 5o UMP
_ MDA-MB _
Produit | X | Y R1 R2 R3 Raf-1 | DYRK1A [CDK5|GSK3 |Huh7 |Caco b3t HCT 116| PC3| NCI ffibroblaste
CF,
50 OCH | H a@n >25 >10 >10| >10| 4 8 10 B¢ 6 | 6 15
pW
CF,
52 COOCH | H a@&m >25 >10 >10| >10| >25 15 20 >25 20 >25  >25
CF,
53 CN H a@n >25 >10 >10| >10| 5 7 15¢ 12« | 12 | 15 20
pW
CF,
55 CONHEt| H o@& >25 >10 >10| >10| >25 25 >25 >25  >P5 SP5 >25
CF,
57 - Cl o@ﬁ >25 >10 >10 >10 15 20 >25 >25 2b >25 >25
pW
CF,
54 Cl - C.@n >25 >10 >10| >10| 5 3 5 5¢ 6 | 6 15¢
pW

Tableau 32 : Activité biologique des produits suhsés en position C-5 et N-1 du 4-azaindoféCso = concentration de produit conduisant a 50 %
d’inhibition de I'activité enzymatique®lCso = concentration de produit conduisant & la mort 88 % des cellule$Mort brutale des cellules. Les six

lignées de cellules cancéreuses humaines sont neges de différents organes : les seins (MDA-MB1)3le foie (Huh7), les poumons (NCI), la
prostate (PC3) et le cdlon (Caco et HCT 116)
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R3 N
JON
Z N
.R2
ac
Z7R1
ICsouM2 IC 5o uMP
_ MDA-MB .
Produit | X |Y | R1 R2 R3 Raf-1 | DYRK1A CDK5 GSK3 [Huh7 [Caco S5l HCT 116 | PC3| NCI [fibroblaste
CF,
56 |C|C| H CN u@n >10| >10 >10| >10| 2 5 9 5 10| 7 10
Dov
CF3
go N\
58 |Cc|cCc| H \[j Cl@n >25 | >10 >10| >10| 20| 20 >25 >25 >25 >25  >25
N o
CF,
59 |c|c| H NO, °'@H,\m >25 | >10 >10| nd.| 15| 15 >25 12 20 >35  >25
CF3
60 |C|C| H NO, C'@fjc >25| >10 | >10| nd.| 20| 15 25 20 | 8 | 25 >25
CF,
64 |C|C| H NH, c|@n 9,8 | >10 >10 [ n.d.| 3 10 >25 10 12| 20 >25
hW
CF,
65 |C|C| H NH, c.@f“ >25 | >10 >10| nd.| 12| 15 15 15 >J5 >35  >25
hW
62 C|N| CI - OCH; >25 >10 >10 | n.d. 12 15 15 15 >725 >25 >25

Tableau 32 (suite) : Activité biologique des protiisubstitués en position C-5 et N-1 du 4-azainddlIi€ s, = concentration de produit conduisant &
50 % d'inhibition de I'activité enzymatiqué)Cso = concentration de produit conduisant a la mort 86 % des cellule$Mort brutale des cellules.

Les six lignées de cellules cancéreuses humained soiginaires de différents organes : les seins M-MB 231), le foie (Huh7), les poumons
(NCI), la prostate (PC3) et le colon (Caco et HCIA)
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11-3.2 Activité biologigue des produits substitugrs positionC-5 etC-2 du 4-

azaindole

Les résultats concernant I'évaluation biologiquelal@euxiéme série de composés
substitués en positio@-5 etC-2 du 4-azaindole sont indiqués dang &bleau 33 Le méme

code couleur que le tableau précédent a été canserv

Activité in vitro sur enzymes purifiéesPour synthésiser la deuxieme série de

composeés, nous avons fait varier les groupeniRbtfR2, R3 et le lienX (Tableau 33. Les
produits soniN-protégés ou non par le groupement phénylsulfo(®1g, le lien ) entre le
cycle A et le cycleB est soit un alcool secondaire soit une cétonecylode A est soit un
phényle ou une 3-pyridine fonctionnalisépara par différents types de groupemerR&) un
brome, un nitrile ou un amide. Concernant le grouget enC-5 (R3), il s’agit soit d'un
meéthoxy soit d’un hétérocycle, la 3-pyridine. Nawns aussi déprotégeé le groupement 5-
meéthoxy des produitg2, 75, 83, 84 conduisant aux produitg4, 76, 85, 86 permettant
d’introduire un groupement donneur/ accepteur a@sdn hydrogéne. Malgré nos efforts pour

exemplifier cette série, aucun produit ne s’est@aétif vis-a-vis de Raf-1.

Activité in vitro sur cellules cancéreusekes produitsll, 80, 72, 74, 68, 79 inactifs

sur les kinases testées, montrent une activitbuamtrale intéressante avec des valeurssd’IC
comprises entre 1,2 et 8 uM. La meilleure activittbtoxique est obtenue avec le produiit
avec des valeurs d’'igde I'ordre du uM pour les cellules du sein et dio.

La comparaison des produ@i® et 72 montre que I'oxydation du lien alcool en cétone
augmente d’au moins un facteur 5 la cytotoxici®advis des cellules du foie, du célon, du
sein et du poumon. Le phénoméne inverse est obperdes produité8 et 71 ou le dérivé
alcool 68 est le plus cytotoxique, cependant, il est peecsélvis-a-vis des cellules tumorales.

La déprotection de l'azote indoligid1 a entrainé la chute du pouvoir cytotoxique
des produitg¥4 et68 (comparaisong4 et 85, 68 et 81).

Dans le cas des produitd, 72, 79, la déprotection de I'azote permet de changer le
profil de sélectivité du produit vis-a-vis des légs cellulaires (comparaisoh$ et 80, 72 et
83, 78et79).

La comparaison des produ@g et 79 indique que la fonctionnalisation du somr@eb
par une pyridine a permis d’augmenter l'activitéotgxique par rapport au groupement 5-
méthoxy. De facon intéressante, le prodift inhibe spécifiguement la prolifération des

cellules du colén Caco et ne présente pas de téxiig-a-vis des cellules saines.
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La déprotection du groupement 5-méthoxy n’a pasnige d’améliorer l'activité
cytotoxique T4, 85, 76, 86).

En conclusion, malgré nos efforts aucun produit déa série 2 ne s’est avéré actif
vis-a-vis des kinases étudiées. Cependant des abfiy cytotoxiques intéressantes de
l'ordre du puM ont été obtenues pour les cellules disein (MDA-MB 231) et du colon
(Caco). Mais a ce stade, il n'est pas possible daélir une relation claire entre la
structure des produits et leur activité biologique.Des études complémentaires sont
actuellement en cours sur deux des produits les @ucytotoxiques : 64 (série 1) et 11
(série 2) en collaboration avec I'équipe de Christae Guillouzo pour tenter de
comprendre leur mécanisme d'action au niveau cellaire et d’idenfier la ou leurs
cible(s).
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. Y _R2
S
R1
ICsopM2 IC 5o UMD
Produit X Y R1 R2 R3 |Raf-1|DYRK1A [CDK5 |GSK3 |Huh7 [Caco MDZA::AB HCT 116 | PC3| NClffibroblaste

11 (6{0) C | SQPh H OCH | >25 >10 >10 n.d. S 1,2 1,5 >25 S 5 10
80 (6{0) C H H OCH | >25 >10 >10 n.d. 20| 3 15 5 12 | 25 >25
69 CHOH | N [ SGPh Br OCH | >25 >10 >10 n.d. 10 15 >25 12 >25 >25 >25
72 (6{0) N [ SGPh Br OCH; | >25 >10 >10 n.d. 2 5 8 10 10| 4 12
83 (6{0) N H Br OCH; | >25 >10 >10 n.d. >25 12 >25 5 >25 | >25 >25
74 (6{0) N | SGPh Br OH >25 >10 >10 nd.| 6 8 12 12 15| 5 20
85 Cco N H Br OH >25 >10 >10 n.d. >25 >2% >25 >25 >25 >p5 >25
68 CHOH | C | SQPh CN OCH | >25 >10 >10 n.d. 4 6 20 2 >25 | >25 5
71 (6{0) C | SQPh CN OCH | >25 >10 >10 n.d. 15 12 20 >25 25 >25 >25
81 CHOH | C H CN OCH | >25 >10 >10 n.d. >25|  >25 >25 >25 >25 >25 >25
82 (6{0) C H CN OCH | >25 >10 >10 n.d. >25|  >25 >25 >25 >25 >25 >25

Tableau 33 : Activité biologique des produits stihsés en position C-5 et C-2 du 4-azaindoltC sy = concentration de produit conduisant a
50 % d'inhibition de I'activité enzymatiquélCso = concentration de produit conduisant & la mort & % des cellules. Les six lignées de
cellules cancéreuses humaines sont originaires di#édents organes : les seins (MDA-MB 231), le fo{éluh7), les poumons (NCI), la
prostate (PC3) et le cdlon (Caco et HCT 116)
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/Y R2
R3 N
A
Aawy
B X
Z N
I
R1
IC 5o M2 IC 5o UMP
. MDA- MB ]
Produit | X Y R1 R2 R3 |Raf-1|DYRK1A|CDK5 [GSK3 |Huh7 [Caco - HCT 116 | PC3| NCI ffibroblaste
75 CO C | SGQPh | NHCOCH | OCH; | >25 n.d. n.d. n.d.| >25 >25 >25 >25 20 >P5 >25
76 CO C | SGQPh | NHCOCH OH >25 n.d. n.d. nd| >25 >2§ 25 >25 >25 >P5 >25)
84 CO C H NHCOCH | OCH; | >25 >10 >10 n.d.| >25 12 >25 20 >725 >25 >25
86 CO C H NHCOCH OH >25 >10 >10 n.d.| >25 >25 >25 >25 >25 >P5 >25
N
78 CO C | SGQPh NHCOCH o >25 >10 >10 nd.[ 20 25 >25 25 >725 >25 >25
79 CO C H NHCOCH /Ng\ >25 >10 >10 n.d.| >25| 5 >25 25 >25| >25 >25

Tableau 33 (suite) : Activité biologique des protiisubstitués en position C-5 et C-2 du 4-azaindbles six lignées de cellules cancéreuses
humaines sont originaires de différents organesslseins (MDA-MB 231), le foie (Huh7), les poumofi¢Cl), la prostate (PC3) et le cdlon
(Caco et HCT 116)
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[1l/ Synthése de peptides issus de Raf-1 pour I'étle de l'interaction Raf/PEBP

Afin d’élucider le mécanisme moléculaire d’inhiliti de Raf par la PEBP, nous avons
entrepris la synthese de 3 peptides de 19 résmlusspondant a la région (331-349) de Raf-
1 qui est phosphorylée lors de I'activation desdée de signalisation. Il s’agit des peptides
notésP1 a P3 (Figure 78). Ces peptides serviront pour I'étude de leurradton avec
PEBP/RKIP par RMN et par spectrométrie de massédauteest de comparer la liaison entre
le peptide non phosphorylPl et les peptides phosphorylé® et P3 pour identifier
précisément les résidus de la PEBP impliqués dam®raction. Ces peptides ont été

synthétisés au sein de I'équipe d’Agnés DelmasBM.C

P1: RPRGQRDSSYYWEIEASEV
P2: RPRGQRPSSYpYWEIEASEV
P3: RPRGQRIpSpSY pYWEIEASEV

Figure 78 : Peptides synthétisés (pS = sérine plnasplée, pY = tyrosine phosphorylée)

[1I-1 Synthese peptidique sur support solide en statégie Fmoc

La synthése des trois peptid€d, P2, P3 a été réalisée dans des conditions
classiquement utilisées en synthese peptidiguesNmons utilisé la synthese sur support
solide (SPPS, Solid-Phase Peptide Synthesis) eatégie Fmoc (M-fluoren-9-yl-
methoxycarbonyl).

Le bon déroulement de la synthése peptidique dédanchoix de la résine selon sa
polarité et ses caractéristiques physiques. Eliepésenter une bonne solvatation dans les
solvants organiques employés au cours de la synthas résine doit gonfler et étre bien
perméable pour exposer tous les sites aux réatdifsyntheése. Elle doit aussi étre résistante
aux conditions d’agitation. Il existe différentpes de résine par exemple de la moins polaire
a la plus polaire : la résine PS, PEG-PS, PEGA.

Le premier acide aminé est lié de fagcon covaleriterasine par l'intermédiaire d’un
bras ou « linker ». Le choix du bras se fait erctimm de I'extrémitéC-terminale désirée pour
le peptide (acide, amide, ester, alcool). Il exdiféerents types de bras compatibles avec la
stratégie Fmoc, les plus fréiquemment utilisés stbras HPMA ou Rink pour avoir une
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terminaison acide ou amide respectiveméigure 79). La fonction acide de ces bras est

greffée facilement a des amino-méthyle résinegpample PS ou PEGA-igure 80).

Bras HMPA \ Bras Rink

Figure 79 : Exemples de bras utilisés en SPPS

« O"-‘-'\/\o/f\/”*‘}ﬂ\/\m ..k’:l ."/ -
hH\\[/\O/('\/O%/\,H /\/\
T X’:\r\v
OJ\ \;{;\,,N
PEGA PS = Polystyréne

Figure 80 : Amino-méthyle résines utilisées pourdgnthése des peptides P1, P2, P3

Le principe de la synthese sur support solide eatégfie Fmoc est détaillé dans la
Figure 81 L’élongation de la chaine peptidique se fait txtiémité C-terminale vers
'extrémité N-terminale. La réaction de couplage peptidique eérde former la liaison
peptidigue (CONH) entre I'acide aminé AX 1) et I'acide aminé 2AXA 2). Cette réaction de
couplage a lieu entre I'extrémité NHibre (non protégée) deAA 1 et I'extrémité acide
(COOH) de IAA 2. La stratégie Fmoc implique l'utilisation d’acidesninés protégés au
niveau de leur extrémitBl-terminale par le groupement Fmoc. Ce groupemenemsuite
coupé en condition basique par exemple en utilisapipéridine 20% dans le DMS¢héma
44).

Les chaines latérales des acides aminés sont pestg@ar des groupements sensibles

au milieu acide. Les groupements protecteurs les gduramment utilisés sont :
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- Le groupetert-butyle pour la sérine, la thréonine, la tyrosib&cide aspartique et I'acide

glutamique ;
- Le groupe trityle pour la cystéine, I'asparagilaeglutamine et I'histidine ;
- Le groupe Boc pour la lysine et le tryptophane ;

- Le groupe PDbf pour l'arginine.

AA2 7y #OH ez I AA1
\V
l Activation de 'acicde } Déprotection de I'amine
s} O
23y Ha
V WV

Couplage

F Groupementprotecteur répetition de la stquence
77 temporaire de 'a-amine deéprotedtion/ouplage
0
@ 4 =@
@ Activateur de I'acide v
Groupes protecteurs } )
A semi-permanents des dépratection finale de l'amine terminale
chaines latérales o]
HN —| peptide

\/

Déprotection des chaines latérales et
décrochage du peptide de |a résine

o]

HaN o
Figure 81 : Principe de la synthese peptidique swpport solide
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pipéridine
T ()
() ("
¥ _H

c2
— \>O
- 7
(0] O %HN peptide
%HN peptide o

Iz

() % y
N
O N H Q‘O + b—lN-pepmde + Q
o N
HZ
O Dibenzofulvene

Adduit fluorenylméthyl-pipéridine

H,N-peptide + O
N

\
oAy "
Schéma 44 : Déprotection du groupement Fmoc papigéridine

La réaction de couplage nécessite I'activationaléohction acide en fonction ester
activée pour favoriser I'attaque nucléophile detfémité NH. Parmi les agents de couplage
les plus couramment utilisés en SPPS, on peut:cieeDCC/HOBt, 'HBTU et 'HATU.
HBTU et HATU existent sous deux formes isomeresiurm et aminium. La forme aminium

est majoritaire en présence d’amine tertiaBeh@ma 4%.°"°

/
N
>‘ +
\N— —— N, HBTU
0 N
"~ L)
PF, N+ N +

6 / \ \O,
uronium aminium
| N \N/
N .
A\ NEt, >:,\]'/ PF,
N \ N— —— \ HATU
o—( | XN
PF, N+ A\
VAN N ONT
o)

Schéma 45 : Formes uronium et aminium des agentscdaplage HBTU et HATU.

Au cours de la réaction de couplage, I'acide cayligue de I'AA 2 préalablement

déprotonné par la DIPEA va attaquer le carbonetrélgltile du sel d’aminium d’'HBTU ou

379 Carpino L.A., Imazumi H., El-Faham A., Ferrer FZhang C., Lee Y., Foxman B.M., Henklein P., Hanay
C., Migge C., Wenschuh H., Klose J. Beyermann Nen&t M.: The Uronium/Guanidinium Peptide Coupling
Reagents: Finally the True Uronium Saksgew. Chem. Int. ER002 41, 441-45.
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d’HATU pour donner un intermédiaire tres réactiftgpe O-isoacyluronium qui va se faire
rapidement attaquer par I'oxyanion de HOBt, pourrds un ester activé. Cet ester va ensuite
se faire attaquer par I'extrémité MHibre de I'AA 1 pour former la liaison peptidique
(Schéma 4%. Plusieurs cycles déprotection/couplage pepteligant effectués jusqu'a la

synthese totale du peptide.

/

R N\\
\ T e
o {3
’ (0]

N+ -0Bt _ _
O-isoacyluronium

N |

N, N

s OO0 Ly,

; \ NH N+ N

. . N
liaison peptidique Host OH [~ Z\Ri\<9
o}
Ester activé

Schéma 46 : Mécanisme du couplage peptidique inghait HBTU

L’étape finale réalisée en milieu acide (TFA) pernge déprotection des chaines
latérales et le décrochage du peptide de la ré€iette étape nécessite d'utiliser un cocktail
de « scavengers » qui piégent les carbocationseBbeu cours de la déprotection des chaines
latérales Figure 82). En effet, les carbocations sont de puissantsntagalkylants
électrophiles pouvant réagir avec les groupementdéaphiles des chaines latérales de
certains acides aminés tels que la tyrosine otypeaphane. Nous avons utilisé 85 % de TFA
en présence d’'un mélange de « scavengers » cordfemé de phénol et de TIS dans un
rapport 5:5:5°°

30 50l¢ N.A., Barany G.: Optimization of Solid-Ph&gnthesis of [Ala8]-dynorphir. J. Org. Chem.1992
57, 5399-403.
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MeO Bras Rink

OMe
+ @
e O
H

H
N H
/T
R R1 TFA
MeQ
OMe
O @
(0]
H\>\NH2 + CH@—O—C% ’
/N ’——,_ carbocation H2 N

Figure 82 : Déprotection finale au TFA

XI-2 Stratégies de synthése pour les peptides mytiosphorylés

La synthese des peptides multiphosphorylés repiesenchallenge au niveau de leur
synthése chimique, leur purification et leur analgar spectrométrie de ma§&e?®?

En ce qui concerne la synthese des peptides modjgbtorylés, deux stratégies
chimiques sont utilisées : 1) la synthése globalées résidus sont phosphorylés a la fin de la
synthese, 2) I'approche « building block » ou smorporés dans la synthése les résidus
phosphorylés. Nous avons opté pour la deuxiémeoapprqui est plus adaptée a la synthése
de peptides multiphosphorylés.

Les résidus phosphorylés (sérine, tyrosine, thré&nisont commercialisés sous
plusieurs formesHigure 83) : mono-protégé sous forme de mono benzyl diedigurotégée

sous forme de di benzyl triester ou non protégé.

31 McMurray J.S., Coleman D.R., Wang W., Campbell MBiopolymers2001, 60, 3-31.

32 O'Brien-Simpson N.M., Attard T.J., Loganathan Adug N.L., Cross K.J., Riley P.F., Reynolds E.C.:
Synthesis and Characterisation of a multiphosphtedl phosphophoryn repeat motif; H-[Asp-(Ser{R¥sp-
OH. Int. J. Pept. Res. TheR007, 13, 469-78.
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/OH ]

(o]

O. o\ P coon O. OJ‘J’\H[COOH
3 9

Fmoc-Tyr (PO ;H,)-OH Fmoc-Tyr (PO(OBzl)OH)-OH

O CE;LO\/Q O. Oj\ LCOOH
O. oJJ\H COOH O
9

Fmoc-Ser (PO ,Bzl,)-OH Fmoc-Ser (PO(OBzl)OH)-OH

Figure 83 : Formes commerciales des résidus sémeyrosine phosphorylés

En 1994, les travaux d’Ottinget al. ont montré que l'utilisation du résidu tyrosine
phosphorylé non protégé induit la formation de pyasphate lorsque les 2 tyrosines
phophorylées sont consécutiVE8D’autres travaux ont observé une réaction secomda{-
élimination conduisant a la perte du groupementphate du résidu sérine en présence de
pipéridine lors de l'utilisation du résidu sérinbggphorylé di-protégé sous forme de di-
benzyl triester ce qui rendait ce résidu incompativec la stratégie Fmé¥ Par la suite
d’autres auteurs ont montré que l'utilisation dsidé sérine mono-protégé sous forme de
mono benzyl diester supprime la réaction secone@aingerésence de pipéridirfe.

Perichet al. ont montré que la réaction de couplage peptidigumiquant les résidus
phosphorylés mono-protégés serine, thréonine etsitye était performante en présence
d’'HBTU/DIPEA.*® De plus en cas de synthése difficile, ils ont mbrjue I'utilisation

d’HATU au lieu de HBTU pouvait encore améliorerémdement de couplage.

383 Ottinger E.A., Shekels L.L., Bernlohr D.A., Bara@y. Synthesis of phosphotyrosine-containing pestiand
their use as substrates for protein tyrosine phatsglsBiochemistry1993 32, 4354-61.

34 Lacombe J.M., Andriamanampisoa F., Pavia A.A.:idphase synthesis of peptides containing
phosphoserine using phosphate tert.-butyl protgagmoup.Int. J. Pept. Prot. Res199Q 36, 275-80.

3% Wakamiya T., Saruta K., Yasuoka J., Kusumoto Sh: efficient procedure for solid-phase synthesis of
phosphopeptides by the Fmoc strategiyemistry Letters1994 1099-102.

3¢ perich J.W., Edeb N.JEagleb S., Brayb A.M.: Synthesis of phosphopeptioeghe Multipin_ method:
Evaluation of coupling methods for the incorpomatmf Fmoc-Tyr(PO3Bzl,H)-OH, Fmoc-Ser(PO3Bzl,H)-OH
and Fmoc-Thr(PO3Bzl,H)-OH.ett. Pept. Sci1999 6, 91-7.
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Pour toutes ces raisons, nous avons utilisé posirsyatheses les résidus serine et
tyrosine mono-protégés sous forme de mono benegtali (Fmoc-Tyr (PO(OBzl)OH)-OH et
Fmoc-Ser (PO(OBzl)OH)-OH) et comme agents d’adtvatHBTU ou HATU selon les
difficultés observées.

Pour ne pas apporter de charges supplémentaiepeptides ont été acétylés dn
terminal et se termine par une fonction amide.

Les peptides ont été purifiés par HPLC en phasergev(RP-HPLC) puis analysés par
spectrométrie de masse sur un appareil MALDI-TOtoféax Brucker. Les peptides ont été
synthétisés soit de maniére automatigiele synthétiseur de peptide (ABI 433A, Applied

Biosystems) soit manuellement étape par étape.

[1I-3 Synthese du 19meres non phosphorylé P1

Le Tableau 34ci-dessous résume les différentes conditionsdsgiéur la synthese du
peptide P1 non phosphorylé. Il indique les conditions utiliséeoncernant la synthese
(manuelle ou automatique), la méthode de couplsigep(e ou double couplage), les agents
de couplage, la résine, le temps de la réactioolidage final au TFA et le résultat de la
synthese estimée par le pourcentage d’élongatida cleaine peptidique.

On entend par simple couplage, le fait de réalseaction de couplage une fois
avant I'étape de déprotection du groupement Fmorsdu’on réalise un double couplage, on
effectue la réaction de couplage 2 fois avant deradéger le groupement Fmoc. Cette
précaution permet d’améliorer le rendement de &&trén en cas de couplage difficile. Le
synthétiseur de peptide utilise 10 équivalentsides aminés, d’HBTU et d’HOBt pour les
réactions de couplage.

Méthode de Agents de Temps de Résultat
Stratégie | synthése / Méthode 9 Résine | clivage » :
d couplage % d’élongation
e couplage
1 _automathue/ HBTU/I,-|OBt PS 3h 16°
simples couplages (10 éq.)
5 . automatique / HBTU/!—|OBt PEGA 3h 6
simples couplages (10 éq.)

%Un mélange de produits non purifiable a été obtBirribon peptide a pu étre isolé.
Tableau 34 : Stratégies de synthése du peptidetRésiltats obtenus
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Le pourcentage d’élongation de la chaine peptidigee calcule en mesurant
'absorbance a 301 nm de I'adduit fluorénylméthiydguidine Schéma 44 libéré lors de la
déprotection du Fmoc. Le pourcentage d’élongatisinobtenu en faisant le rapport entre
'absorbance a 301 nm apres la déprotection dueatef\ et I'absorbance a 301 nm apres la
déprotection du premier AA.

Le premier essai de synthése du pepfitiéancé avec la résine polystyréne apolaire et
uniquement avec des simples couplages, a donnéaumais rendement d’élongation de 16
%. L’analyse du brut réactionnel par HPLC a moniré mélange de plusieurs peptides
tronqués non purifiable. Les difficultés d’élongeatiapparaissent au niveau du résidus E
avec une premiére chute de 50 % au niveau de fétam, cette diminution se poursuit
jusqu'au dernier résidu additionnéssR Cette chute du rendement d’élongation peut
s’expliquer par le fait que le peptide se structuténtérieur de la résine ce qui rend difficile
son élongation ou par le fait qu’il se replie ceopt polaire par rapport a la résine trop
hydrophobe.

Pour remédier a cela, nous avons relancé une smthgomatique avec uniguement
des simples couplages en remplacant la résine 818s{yrene) par la résine PEGA plus
polaire et connue pour améliorer la synthése deguence difficile »° L'utilisation de cette
résine a permis d’obtenir un bien meilleur pouragatd’élongation de 68 %. Cependant une
chute du rendement d’élongation apparait au mdela synthése a partir du résidggDPar
conséquent, nous sommes dans un cas de synth@egedifvec probablement un peptide

structuré. Néanmoins, cette stratégie nous a pelm@er le bon peptide (MH+ = 2369,11).

[1I-4 Synthese du 19meres diphosphorylé P2

Pour la synthése du peptide diphosphorylé, noussaw®coupé le peptide en 3
parties : A, B, CKigure 84). Les parties A (VarWa42) et C (D3r-Rs31) ont été synthétisées
automatiqguement. La partie BY341-pSs3g) a été synthétisée manuellement pour faciliter et
contr6ler l'introduction des résidus phosphorylésuélisant pour la réaction de couplage : 3
equivalents d’'HATU, 3 équivalents d’AA et 6 équisats de DIPEA dans le DMF, 2 h a
température ambiante. D’aprés les résultats obtpausle peptidd1, nous avons utilisé la

résine PEGA et nous avons programmé des doublgdagms pour certains résidus pour

37 Cremer G.A., Tariq H., Delmas A.F.: Combining dgpaesin and a pseudo-proline to optimize thedsoli
phase synthesis of a “difficult sequenc&”’Pept. Scj.2006 12, 437-42.
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eviter les chutes du rendement d’élongation enscdarsynthése. LEableau 35résume les

différentes stratégies utilisées pour la synthéspeptideP2.

Sens de la synthése

P2:I:2F"R‘.G QR DfSSYpY'V\CEIEASEV— bras Rink [ o -,
C B A

Double couplage

A, C : synthese automatique
B : synthése manuelle

Figure 84 : Stratégie de synthese du peptide digitasylé P2. La numérotation des résidus
correspond a leur position dans la séquence de Raf-

Pour la premiére stratégie, nous avons programrséddables couplages pour les
résidus ks Waao, Dsszz, Rsss et Qizs. Cette stratégie a conduit a la formation d’'untioep
diphosphorylé tronqué N-acétylé; Vs (MH+ = 2062,81) due a une forte chute du

rendement d’élongation aprées le résididsQ

Méthode de Agents de Temps de
Stratégie| synthese / Méthode g Résine | clivage

couplage
de couplage

Résultat
% d’élongation

14

Automatique et
manuelle / doubles
1 couplages (E343,
W342, D337, R336,

Q335)

' HBTU/HOBt 0?
(10 éq) PEGA | 6h,t.a.

Automatique et
manuelle /
doubles couplages

2 (E343, W342,

D337, R336, Q335

G334, R333, P332
R331)

HBTUMHOBt | peea | it ta. 79
(10 éq.)

Seul le peptide tronqué-acétylé 335-345 a été isofée bon peptide a été isolé.
Tableau 35 : Stratégies de synthése du peptide asphorylé P2 et résultats obtenus

Par conséquent, la deuxieme stratégie a été diétdesl doubles couplages jusqu’a la
fin de la synthése c’est a dire pour les résidbss, Wiz, Dsz7, Raze Qszs, Gsza, Raszs Psso,
Rs31. Cette stratégie nous a permis d'isoler le pemigiréP2 (MH+ = 2529,09) avec un bon
rendement d’élongation de 79 %.
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Concernant la deéprotection finale au TFA, la présede résidus phosphorylés
protégés par des groupements benzyles, nécesaitender le temps de la réaction. Méme
apres 6 h de clivage au TFA, il reste encore undeepeptide benzylé. Par conséquent, pour
déprotéger tous les groupements benzyles, la odade clivage a été réalisée sur la nuit a

température ambiante.

[1I-5 Synthése du 19meres triphosphorylé P3

Pour la synthése du triphosphorylé, nous avonsupécte peptide en 2 parties : A et
B (Figure 85). La partie A (MagWaso) a été synthétisée automatiquement. La partie¥Ba{-
Rs31) a été synthétisée manuellement en utilisant f@ugaction de couplage : 5 équivalents
d’'HATU, 5 équivalents d’AA et 10 équivalents de BWR dans le DMF, 2 h a température
ambiante. Des doubles couplages ont été effectuédgs reésidus : 43 Waso, PS3s €t D37

La réaction de clivage au TFA a été réalisée smulaa température ambiante. Cette
stratégie nous a permis d’'isoler le bon pepB@MH+ = 2609,05) avec un bon rendement

d’élongation de 75 %.

Sens de la synthése

PS:RPRGQR[;DSpSYpY\‘NEIEAS E V—brasRink ™ o
B A

Double couplage
A : synthése automatique
B : synthése manuelle

Figure 85 : Stratégie de synthese du peptide trippborylé P3. La numérotation des
résidus correspond a leur position dans la séquedeeRaf-1

[11-6 Purification des peptides P1, P2, P3

Pour les 3 peptides, nous avons rencontré desudifis de solubilisation du brut
réactionnel en milieu acide (pH 2,0) dans le syst@® solvant®\/B=95/5 a 1 mg/mL de
peptide ave@ = H,O/TFA 0,1 % etB = acétonitrile/TFA 0,1 %. Néanmoins, ce systeme de

solvant nous a permis de purifier les peptiBéset P2 contrairement au peptide3. Pour le

196



Chapitre 1l : Résultats

peptide P3, la solubilité a pH 2,0 est encore plus difficdar il possede 3 groupements

phosphates.

111-6.1 Purification du peptide P1

La Figure 86 représente le chromatogramme obtenu pour I'anapsBP-HPLC du
peptide brutP1l dissous en condition acide,®/TFA 0,1 % en présence de 5 %
d’acétonitrile/TFA 0,1 %. Seuls les pics représentau moins 10 % du brut réactionnel ont
éte prélevés puis analysés par spectrométrie desemae pic 1 largement majoritaire

correspond au peptide désiréableau 36. Les autres pics 2 et 3 correspondent a des

peptides tronqués acétylés.

| P
i
= !
< |
< |
b |
N |
1 I
=< |
< 3 f
2
i
|
0 5 10 15 20 25 30 35

Temps (minutes)

Figure 86 : Chromatogramme en RP-HPLC analytique gheptide P1 brutColonne C18 ;
éluants : A = HO/TFA 0,1 %, B = acétonitrile/TFA 0,1 % ; gradidiméaire : 25 a 40 % de

B en 30 minutes a 1 mL/min.

Temps de rétention| ,. 10 . . .-
(minutes) Aire du pic (%) | Masse observée Sequence peptidiqye
Pic 1 8,63 56,1 2369,11 [M+H] N-Ac-331-349 P1)
Pic 2 10,43 9,7 1774,77 [M+H] N-Ac-336-349
Pic 3 11,62 17,1 1640,71 [M+N3g] N-Ac-337-349

Tableau 36 : Analyse des pics prélevés au courtadshromatographie du peptide brut P1
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111-6.2 Purification du peptide diphosphorylé P2

La Figure 87 illustre le chromatogramme obtenu par analyse BhGHphase inverse
du peptide brutP2 dissous en condition acide,®/TFA 0,1 % en présence de 5 %
d’acétonitrile/TFA 0,1 %. Seuls les pics représentau moins 10 % du brut réactionnel ont
ete prélevés puis analysés par spectrométrie desemae pic 1 largement majoritaire

correspond au peptide désirableau 37. Le pic 2 correspond a son analogue

monophosphorylé.

1
P2

3
c

£

N

1 2
<
<
0 5 10 15 20 25 30 35
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Figure 87 : Chromatogramme en RP-HPLC analytique ¢gheptide brut P2Colonne C18 ;
éluants : A = HO/TFA 0,1 %, B = acétonitrile/TFA 0,1 % ; gradiditéaire : 5 a 65 % de B

en 30 minutes a 1 mL/min.

Temps de rétention | Aire du pic . Séquence
. Masse observée .
(minutes) (%) peptidique
_ . N-Ac-331-349
Pic 1 20,97 65,4 2516,1pV1+H] _ ]
diphosphorylé R2)

Pic 2 23,12 20,6 2449,1pM+H] * | N-Ac-331-349
monophosphorylé

Tableau 37 : Analyse des pics prélevés au courtadshromatographie du peptide brut P2

198



Chapitre 1l : Résultats

111-6.3 Purification du peptide triphosphorylé P3

La Figure 88 correspondant au chromatogramme de la partie leotlitbpeptide brut
P3 en milieu acide, montre 3 pics majoritaires. L'aisal de chacun des pics par

spectrométrie de masse n’a pas permis d’identdibon peptide.

A(A=214nm)

0 5 10 15 20 25 30 35
Temps (minutes)

Figure 88 : Chromatogramme en RP-HPLC analytique gheptide brut P3 solubilisé a pH
2,0 avec un meélange ¥/TFA 0,1 % : aceétonitrile (95:5).Colonne C18, éluants: A =
H,O/TFA 0,1 % et B = acétonitrile/TFA 0,1 % ; gradidiméaire : 5 & 65 % de B pendant 30

minutes a 1 mL/min.

Le peptideP3 n’étant pas soluble en condition acide, nous I'avealubilisé a pH
basique dans une solution agueuse a pH 7,6 débitate d’ammonium 0,1 M. Nous avons
observé une tres bonne solubilité du peptide a @ Mous avons ensuite confirmé par
spectrométrie de masse de la présence du bon @Btathns le mélange peptide brut.

Trois conditions ont été testées pour analyserefgige P3 brut en solution dans le
bicarbonate d’ammonium 1) a pH 2,0 avec les solvan&s (H,O/TFA 0,1 %) etB
(acétonitrile/TFA 0,1 %) 2) a pH 8,0 avec les solvarmks(H,O/TEAA 0,1 M pH 8,0) eB
(acétonitrile/ TEAA 0,1 M pH 8,0) (TEAA = Triéthylamonium acétate)3) a pH 6,6 avec
les solvantsA (H;Ol/acétate d’ammonium 0,1 M pH 6,6) & (acétonitrile/acétate
d’ammonium 0,1 M pH 6,6).

La Figure 89 illustre le chromatogramme obtenu pour le peplidé P3 solubilisé a

pH 7,6 puis chromatographié en condition acide a ZB. Ce chromatogramme est
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completement différent par rapport a celui reprégssemFigure 88 ou le peptideP3 a été
solubilisé a pH 2,0. L'analyse des différents pio$és de 1 a 3 par spectrométrie de masse a
montré I'existence du bon peptide dans chacun des e qui indique une mauvaise

séparation des produits dans le systeme d’éludiseut

214 nm)

A(A=

0 5 10 15 20 25 30 35
Temps (minutes)

Figure 89 : Chromatogramme en RP-HPLC analytique gheptide brut P3 solubilisé a pH
7,6 en présence de bicarbonate d’'ammoniQrih M. Colonne C18 ; éluants : A = J/TFA
0,1 % et B = acétonitrile/TFA 0,1 % ; gradient laiée : 5 & 65 % de B pendant 30 minutes a

1 mL/min.

L’analyse du peptide briR3 solubilisé a pH 7,6 puis chromotagraphié en caomdit
basique avec les solvamts(H,O/TEAA 0,1 M pH 8,0) eB (acétonitrile/ TEAA 0,1 M pH
8,0) montre un chromatogramme bien réséigyre 90). Seuls les pics représentant au moins
10 % du brut réactionnel ont été prélevés puisyagal par spectrométrie de masse. Le pic 1
largement majoritaire correspond au peptide dd3¥€Tableau 38. Cependant ['utilisation
de l'acétate de triethylammonium (TEAA) nécessite étape supplémentaire de dessalage
avant I'étape de lyophilisation.

Pour éviter cette étape, nous avons testé uneetrascondition qui utilise I'acétate
d’ammonium qui est un sel plus volatile que le TEABa Figure 91 illustre le
chromatogramme obtenu dans ces conditions. De m@meour les conditions précédentes a
pH 8,0, les conditions de purification a pH 6,6 patmis d’obtenir un chromatogramme bien
résolu. Seuls les pics représentant au moins 1@ %rwat réactionnel ont été prélevés puis
analysés par spectrométrie de masse. Le pic 3nhegemajoritaire correspond au peptide

désiréP3. Le peptideP3 a été lyophilisé sans étape de dessalage.
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Figure 90: Chromatogramme en RP-HPLC semi-prépavat du peptide brut P3 en
condition basique (pH 8,0)Colonne C8; éluants: A = #/TEAA 0,1 M pH 8,0; B :
acétonitrile/TEAA 0,1 M pH 8,0 ; gradient linéair® a 20 % de B pendant 30 minutes a 3

mL/min.
Temps de rétention| Aire du pic . Séquence
. Masse observée -
(minutes) (%) peptidique
Pic 1 16,13 85,4 2609,1pA+H] * N-Ac-331-349 P3)

pH 8,0

275nm)

A=

0 5 10 15

3/_P3

20 25 30

Temps (minutes)

Tableau 38 : Analyse des pics prélevés au courtadshromatographie du peptide brut P3 a

35

Figure 91 : Chromatogramme en RP-HPLC semi-prépavet du peptide brut P3 obtenu a
pH 6,6.Colonne C8 ; éluants : A = #/acétate d’ammonium 0,1 M pH 6,6 ; B : acétorgfril
acétate d'ammonium 0,1 M pH 6,6 ; gradient linéaifea 15 % de B pendant 30 minutes a 3

mL/min.
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Temps de Séquence
Aire du pic (%) rétention | Masse observée [M+H] qui€
(minutes) peptidique
Pic 1 27,5 17,53 2609,15 n.d.
Pic 2 10,3 17,71 2255,95 n.d.
Pic 3 62,2 20,21 2609,1pA+H] * N-Ac-331-349 P3)

n.d. = non déterminé

Tableau 39 : Analyse des pics prélevés au courtadshromatographie du peptide brut P3 a
pH 6,6

En conclusion, nous avons mis au point avec sucdassynthese et la purification
des trois peptides de 19 résidus correspondants a séquence Bi-Visg de Raf-1. Le
peptide P1 est non phosphorylé, le peptide P2 dipbphorylé et le peptide P3
triphosphorylé. Les trois peptides ont été obtenuavec une pureté de plus de 95 % pour
permettre leur analyse en RMN avec la PEBP. Le pejote P3 s’est avéreé le plus difficile
a purifier puisque seulement des conditions basiggeont permis de l'isoler. L’ensemble

de ce travail fera I'objet d’une publication.
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Chapitre 11l : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
I/ Synthéses chimiques

Pour remédier a la suractivation de la voie deadigation Raf/MEK/ERK observée
dans 30 % des cancers chez ’homme, nous avonsi ciimihiber la protéine kinase Raf-1.
Pour y parvenir, deux stratégies ont été étudig@emierement, la syntheése de molécules
inhibitrices de l'activité kinase et deuxiememdatsynthése de peptides issus de Raf-1 pour
I'étude de l'interaction Raf/PEBP afin de concevid@s mimes peptidiques de son inhibiteur
naturel, la PEBP ou RKIP.

La premiéere approche nous a conduit & concevoiirdesiteurs de Raf-1 possédant
un cycle central original 4-azaindolique en preramir modele le mode d’interaction entre
Raf et lI'inhibiteur Sorafenib. Notre but était dtehir des inhibiteurs plus sélectifs vis-a-vis
de Raf que le Sorafenib. Notre stratégie a congdist utiliser le noyau 4-azaindole comme
hétérocycle centrd, 2) a greffer le cycl€ du Sorafenib en positidd-5 du 4-azaindole, 3) a
positionner alternativement le cycle aromatiquen positionN-1, C-2 ou C-3 du noyau 4-
azaindole et 4) a fusionner la fonction urée duatemib. Pour atteindre ces objectifs, nous
avons optimisé avec succes deux nouvelles méthgigsipour fonctionnaliser le noyau 4-
azaindole régiosélectivement au niveau du son@®r2tpar des réactions de lithiation d’'une
part et au niveau du sommn@ts par des réactions de couplage pallado-catalysaase part
(Figure 92. Récemment, ce travail a fait I'objet d’'une pubtion dans le journal
Tetrahedror®® La fonctionnalisation du somme€t3 du noyau 4-azaindole par des réactions
d’échange halogéne-métal est encore en cours ditgatiion.

La fonctionnalisation du sommeét2 s’est faite selon une réaction de lithiationvii
de la condensation de différents électrophiles. Magaux constituent la premiére étude
exhaustive sur la réactivé du dérivé lithié @2 du 4-azaindolédN-protégé6 vis-a-vis de
divers électrophiles (aldéhydes, chlorures d’acidesthylchloroformate, DMF, chlorure de
triméthylsilyle, chlorure de tributylétain et le inrethylborate). Les rendements de

condensations sont bons (62-95 %) sauf avec lesuwkk d’'acides (32-51 %).

38 Saab F., Bénéteau V., Schoentgen F., Mérour Rautier S.: Convenient access to C-2 or C-5 sultetit4-
azaindole derivative§.etrahedron201Q 66, 102-10.
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e} N
AN
2 études de fonctionnalisation du noyau 4-azaindole | N Synt,hon de base_
Z~N 5-méthoxy-4-azaindole
5 H (2 étapes, 75 %)
Fonctionnalisation en C-5 : Fonctionnalisationen C-2:
Couplages pallado-catalysés , Réactions de lithiation
- C-arylation : Réaction de Suzuki
- N-arylation : Réaction de Buchwald SO Ph
2 séries de composés synthétisés :
série 1 : Fonctionnalisés en position 5 et 5 \
1 du 4-azaindole. |
série 2 : Fonctionnalisés en position 5 et 1
2 du 4-azaindole. 4- azalndole
Produits finaux
Systeme donneur-accepteur
de liaison hydrogene

H\ﬂ/“ Poche ATP
I
(0]

Sorafenib

Figure 92 : De I'élaboration du pharmacophore a kEynthése des produits finaux

Concernant la fonctionnalisation du somr@éh, la stratégie de synthése a consisté a
former un dérivé triflate e@-5 puis a I'engager dans les réactions de coupleatasysées au
palladium de type Suzuki pour I€sarylations et de type Buchwald pour Nsrylations.

De tres bons rendements ont été obtenus pour lggages de Suzuki quelque soit les
acides boroniques engagés dans la réaction : a@prest hétéroaromatiques, monosubstitués
enortho, para ou métg disubstitués ou trifluoroborate de potassiums@FLa seule limite
fut observée avec des acides boroniques tres emésmb

De méme, |aN-arylation du sommeE-5 s’est avérée tres efficace pour le couplage des
amines primaires aromatiques et hétéroaromatiges, amines secondaires, des amides

aromatiques et aliphatiques, des carbamates, des at des imines.
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Par conséquent, les réactions choisies pour fan@icer les sommets-2 etC-5 du
noyau 4-azaindole sont tres efficaces pour intmredde la diversité fonctionnelle, elles sont
donc trés utiles pour la conception de moléculiestgotentiel biologique.

Par la suite, ces études de réactivité ont étiicpberement appliquées a la synthese
d’inhibiteurs potentiels de Raf-1. Une premiéreevdie synthése multi étapes a partir du
synthon6 a permis de synthétiser avec succes une prenégeede composes disubstitués en
N-1 etC-5 du noyau 4-azaindole. Ces produits sont fonoatisés erN-1 par un groupement
hétéroaryle ou aryle cétone substitué mara ou méta par des groupements variables
électrodonneurs, électroattracteurs ou acceptetms @onneurs de liaison hydrogéne dans le
but d’interagir avec la poche ATP de Raf-1 et miheecycleA du Sorafenib. Pour mimer le
cycle C du Sorafenib, la majorité des produits possedesubstituant 4-chloro-3-
trifluorométhyl-phénylamine accroché au somi@ei via la méthodologie mise au point pour
lesN-arylations.

Une deuxiéme voie de synthése multi étapes a phrtsynthoré a permis d’obtenir
la seconde série de composés en appliquant la dadtgie mise au point sur les réactions de
lithiation enC-2. Les produits synthétisés sont substitués enigo€-2, C-5 et/ou erN-1 du
noyau 4-azaindole. La premiére étape de synthéda e=action de lithiation e@-2 suivie de
la condensation de différents aldéhydes aromatigoes accrocher le cycla. Cette étape
permet d’introduire de la diversité fonctionnella aiveau du somme€-2 dans le but
d’interagir avec la poche ATP de Raf-1. Pour adeeode cycleC, la méthodologie mise au
point sur leN-arylations a été appliquée notamment pour intredei cycle 3-pyridinyle.

Concernant la réactivité du somn@8, nous avons initié une étude méthodologique
sur la réaction d’échange halogéne-métal pour fomcaliser le somme€-3 a partir du
dérivé iodéd9. Pour introduire le cyclé& avec un lien cétone, la réaction d’échange estesui
de l'addition d’'un aldéhyde aromatique comme étgtifle Figure 93). Nous avons montré
gue I'échange iode-lithium était trés rapide avee durée de moins de 5 minutes a - 78°C et
nous avons observé environ 15 a 20 % d’isomérisadio lithien de la positiolc-3 a la
positionC-2. Par conséquent, des études complémentaireéoassaires pour optimiser la
réaction d’échange et étudier la réactivité du wé@éiithié en positionC-3 vis-a-vis de

différents électrophiles.
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R

o]
change iode-lithium
; @ )
N
\

g9 SOPh so Ph

Figure 93 : Fonctionnalisation du sommet C-3 du nay 4-azaindole par une réaction
d’échange halogéne-métal

ll/ Tests d’activité enzymatique

Afin de détecter de nouveaux inhibiteurs de la vBiaf/MEK/ERK parmi les
composeés synthétisés, nous avons optimisé et vdédéests d’activitén vitro sur chaque
enzyme de la voie et sur la voie entiére. Ces s@stsmaintenant disponibles pour I'ensemble
des chimistes du Cancérbpole Grand Ouest.

Pour mettre au point des tests kinases fiableapat@s, notre choix s’est porté sur la
technologie TR-FRET qui est décrite comme sensfi@eformante, reproductible et adaptée
pour le criblage haut débft®**®Drautres technologies sont compatibles avec leage haut
débit?®® telles que le SPA (Scintillation Proximity Assay®) le FRET® ou la
luminescencé® Nous n'avons pas choisi le FRET ni la luminescepriecipalement parce
gue les tests d’activité kinases sont couplés awee autre enzyme ; une protéase est
nécessaire dans le cas du FRET et une luciféraseaitdisée pour la luminescence.
L'utilisation d’'une enzyme en plus de la ou desakie(s) présente(s) dans I'essai peut étre une
source supplémentaire d'interférences.

Etant donné que la technique SPA a été décrite @ommme bonne méthode pour le
dosage de la cascade Raf/MEK/EBRnous I'avons testée pour les essais directs sfil Ra
car, dépourvue d’étapes de lavage, elle présdiaagntage d’étre moins colteuse en temps
gue la méthode PFBA.

89 von Ahsen O., Schmidt A., Klotz M., Parczyk K.:s&y Concordance between SPA and TR-FRET in High-
Throughput Screening. Biomol. Screen2006 11, 606-16.

30 Rodems S.M., Hamman B.D., Lin C., Zhao J., Shal8idary D., Makings L., Stack J.H., Pollok B.A:
FRET based assay platform for ultra-high densitygdscreening of protein kinases and phosphatdssay
Drug Dev. Technal2002 1, 9-19.

391 Schréter T., Minond D., Weiser A., Dao C., Habel Spicer T., Chase P., Baillargeon P., Scampayja L
Schirer S., Chung C., Mader C., Southern M., Teimars N., LoGrasso P., Hodder P.: Comparison of
miniaturized time-resolved fluorescence resonanoergy transfer and enzyme-coupled luciferase high-
throughput screening assays to discover inhibtdRho-kinase Il (ROCK-II)J. Biomol. Screen2008 13, 17-

28.
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La technique SPA est basée sur linteraction edé® billes greffées de scintillant,
recouvertes de différentes substances telles ge&dptavidine, le glutathion ou Euet le
substrat marqué avec le ligand correspondant @&niei, le GST ou I'étiquette histidine). La
phosphorylation du substrat &% au cours de la réaction kinase, suivie de I'atwge du
substrat aux billes, entrainent I'excitation dedéooles de scintillant qui émettent alors une
lumiére bleue détectée par le compteur a scintitatUne étape de centrifugation remplace
les étapes de lavage nécessaires a I'éliminatidiAd® radioactif non consommeé et permet
de s’affranchir du bruit fond lié & la proximitétenles billes et I'ATP radioactit®P libre
(Figure 94).

Billes en PVT (PolyVinylToluéne)
greffées d’'un scintillantet
recouvertes deCu 2*

1) Agitation des billes
2) Centrifugation

I Comhers
scintillation

hv

-

Raf-1+MEK +ATP-y3p MEK-6HIS

Figure 94 : Test direct sur Raf-1 réalisé avec l&&thode SPA

La principale difficulté a été le choix d’'un sulatcompatible avec la technique et la
kinase Raf. Le premier substrat testé avec desslslireptavidine fut un peptide biotinylé issu
de MEK-1 (biotine-DSMANSF) mais il s’est avéré étre mauvais substrat puisqu’aucun
signal fut mesuré. Le deuxiéme substrat testé &edilles Cu?* fut la protéine entiére
MEK-1 portant une étiquette 6 x histidines. Ce s@bsconduisant a un signal, nous avons
optimisé le test d’activité direct sur Raf-1 selanméme approche utilisée pour la méthode
PFBA. Cependant, nous n’avons pas poursuivi ledestu’inhibition sur Raf-1 et la voie
Raf/MEK/ERK avec cette technique car nous avonstaté@ au cours de I'optimisation un
mangue de reproductibilité des résultats. Le signeguré variait selon le temps d’'incubation
des billes avec le substrat, soulevant la questipohoix du temps d’agitation correspondant
a une interaction spécifique entre les billes sulestrat.

Nous avons optimisé deux méthodes récentes quseutil la technologie du TR-
FRET, il s’agit de la méthode Lance UfRfa(Perkin Elmer) et de la méthode Lanthasct¥en

(Invitrogen). Etant donné que ces méthodes requidiemploi d’anticorps et de substrats
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spécifiques, marqués par des fluorophores plus oinsnvolumineux, nous les avons
comparées avec une méthode qui utilise la radiosctPFBA car elle plus directe et ne
nécessite pas I'utilisation de substrats marqueés.

La comparaison de ces différentes techniques arenguie la technologie TR-FRET
est plus sensible et plus facile a utiliser en ineuigue la méthode PFBA. De plus, les
méthodes basées sur la technologie TR-FRET somtsnooiliteuses en temps car dépourvues
d’étapes de lavage et plus économes en enzymes tbstrats que la méthode PFBA. Par
ailleurs, nous avons montré que pour certainesskman particulier Raf et MEK les substrats
peptidiqgues ne peuvent pas étre utilisés a la mlada protéine substrat physiologique ce qui
a limité notre choix parmi les différentes méthodésponibles pour les tests kinases. Les
peptides substrats développés pour la méthode Ldi@™ , Ulight-Histone H3 pour Raf-1
et Ulight-p70S6K pour MEK, n’ont pas permis de dali les tests d’activité directs de Raf-1
et MEK.

Lors de I'étape de validation des différents testsc les trois méthodes PFBA, Lance
Ultra™ et Lanthascreéff, nous avons observé plusieurs cas d'interférerasese les
inhibiteurs de référence et le fluorophore marquignsubstrat, conduisant a une sous-
estimation ou a une sur-estimation des valeurssgl'lIC

Par exemple, la mesure de I'effet inhibiteur du pos€ de référence U0126 sur le test
direct sur Raf-1 avec la méthode TR-FRET Lanthasttea donné une valeur d’igsous-
estimée par rapport a la valeur attendue. Ce sésdt en complete adéequation avec d’autres
travaux décrits précédemment sur le test direct Rid-1 avec la méme méthode
Lanthascreelt'.3* Ce résultat erroné n'a pas été observé avec lhouétPFBA Tableau
23, chapitre Il : Résultats, 11-1.1.1). Par conséquéns’expliquerait par le fait qu'une ou
plusieurs molécules de fluorescéines marquant lestsat MEK-1 bloqueraient le site
allostérique de fixation d’'U0126 a MEK-1.

Lors de la validation du test sur la triple cascRa/MEK/ERK, nous avons obtenu
une valeur d’IG, sur-estimée pour l'inhibiteur ZM336372 avec la hoéte Lanthascreéi
qui n'a pas été observée avec les autres méthdeBa Rt Lance Ultrd" (Tableau 31
chapitre Il : Résultats, 11-1.3). Par conséqueatrasultat peut s’expliquer par une interaction
du composé ZM336372 avec le substrat volumineux -&FP2 conduisant a une
modification du signal de fluorescence. De la mé&agon, la valeur d’lg sous-estimée
observée pour l'inhibiteur MEK inhibiteur Il sur test de la triple cascade uniquement avec
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la méthode Lanthascre®h peut aussi s'expliquer par l'interaction de cwtibiteur avec le
substrat GFP-ATFZT@bleau 31, chapitre 1l : Résultats, II-1.3).

Par conséquent, nous avons conclu que ces phénsrdémerférences observés en
particulier avec la méthode Lanthascréks’expliquent par le fait que cette méthode utilise
des fluorophores plus volumineux (fluorescéine &P¥ que la méthode Lance Ultta
(Ulight) pour marquer les substrats.

Pour les deux technigues de TR-FRET, un phénomemgenching de fluorescence a
éte observeé pour la plupart des composés organgqudsla d’'une concentration finale de 10
a 25 uM. Par conséquent, ces méthodes sont adgmiéed’identification de molécules
inhibitrices avec des valeurs djgg&de I'ordre du nM au uM. La méthode PFBA, quantié, e
reste utile en tant que méthode de référence emegsoblemes d'interférences observés
avec les méthodes de TR-FRET.

A ce jour, nous disposons de 3 tests d'activitéas sur Raf-1, MEK-1 et ERK-2,
d’'un test sur la double cascade MEK/ERK et d'unt &8 la triple cascade Raf/MEK/ERK
(Figure 95). A l'issue de ces mises au point, nous sommealdep de détecter un inhibiteur
de la voie Raf/MEK/ERK et de remonter a la ou anxyene(s) inhibée(s). Pour chaque test a
I'exception du test direct sur MEK, nous avons d@lau moins une méthode de TR-FRET
plus adaptée pour les tests en routine. Le testasdouble cascade MEK/ERK peut étre
utilisé a la place du test direct sur MEK pour dtgeles inhibiteurs de MEK compétitifs de
'ATP. Par contre, nous avons montré que le testastriple cascade est le plus adapté pour
détecter des inhibiteurs de MEK aussi bien allogptés qu’ATP compétitifs. A notre
connaissance, c'est la premiére fois que la méthadee Ultrd" est utilisée en routine sur
'ensemble de la cascade Raf/MEK/ERK.

Nous avons montré que le test direct sur MEK-leetelt sur la double cascade
MEK/ERK qui utilise une forme active de MEK-1, nens pas en mesure de détecter
I'inhibition des produits U0126, MEK inhibitor 1I1tePD98059 quelque soit la méthode
utilisée PFBA ou Lance UItf¥ puisqu’une différence d’au moins un facteur 10akstervée
entre les IG reportées et celles mesurées. Ces résultats isjegpt par le fait que ces
composeés n’inhibent pas la forme active de MEK-f. difet, des travaux antérieurs ont
montré que les produits U0126 et PD98059 bloqueawtivation de MEK-1 par Raf-1 en
agissant sur la forme inactive de MEK, ils ne blenfupas I'activité kinase de MEK?

Les résultats obtenus pour les tests d’activitdieK-1 montrent que l'utilisation des

kinases sous formes actives dans les tests dif@etsise la détection d'inhibiteurs ATP
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compétitifs de type | ou Il. Par contre, les intelrs allostériques, affins pour la forme
inactive et qui entrainent le bloquage de I'acivatde la kinase ne sont détectés que sur la
triple cascade.

Avoir un test capable de détecter des inhibitellostgriques est trés avantageux pour
plusieurs raison®? Premiérement, les inhibiteurs allostériques imfissent avec des résidus
moins conservés que ceux ciblés par les inhibit&di8 compétitifs de type | ou Il ce qui
permet d’obtenir des inhibiteurs plus sélectifsukKiémement, en ciblant un site différent de
la poche ATP, ils sont moins sensibles a I'apparities résistances. A ce jour, les résistances
aux traitements observées en clinique touchentinbibiteurs de kinases de type ATP
compétitifs de type | ou Il et résultent de la ntiota du résidu « gatekeeper » situé a I'entrée
du site ATP. Troisiemement, l'identification d’umhibiteur allostérique offre la possibilité de

concevoir des inhibiteurs avec une plus grandersitéestructurale que les inhibiteurs ATP

compétitifs.
Testdirect Raf-1: Test direct MEK-1 : Test direct ERK-2 :
* Lanthascreen™ * PFBA * Lance Ultra™
« PEBA Alternative * Lanthascreen™

* PFBA

Test sur la double cascade MEK/ERK :
Utile pour les inhibiteurs de MEK compétitifs de I'ATP

¢ Lance Ultra™

¢ Lanthascreen™ I

* PFBA

Test sur la triple cascade Raf/MEK/ERK :
Utile pour les inhibiteurs allostériques de MEK et pour les inhibiteurs
qui agissent sur la forme inactive de MEK et la forme inactive de ERK

* Lance Ultra™

¢ Lanthascreen™ |

* PFBA

Figure 95 : Bilan sur les méthodes validées disponibles au lalmira. Les méthodes
encadrées en rouge sont utilisées en routine.
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[ll/ Caractérisation des inhibiteurs par les testsd’activité enzymatique

Les tests mis au point ont été appliqués a la reedes effets inhibiteurs des
molécules synthétisées et de la protéine PEBP/RHKiRibiteur naturel de la voie
Raf/MEK/ERK. A ce jour, seule une méthode a ét&itlpour mesurer I'effet inhibiteur de
PEBP/RKIPIn vitro et consiste a mesurer la radioactivité incorpgaele substrat au cours
de la réaction kinase en utilisant des gels élphttmese soumis a une révélation par
autoradiographid®*39375376378par conséquent, nous avons mis au point une reuvel
meéthode plus efficace que les méthodes précédemuidistes pour mesurer son effet
inhibiteur. Nous avons montré qu’'a une concentratie 25 pM, PEBP/RKIP inhibe
partiellement les kinases isolées Raf-1 (43 %), MEKO %) et ERK-2 (56 %). Son effet
inhibiteur augmente avec le nombre de partenai@®igues puisque I'inhibition atteint 74-
80 % sur la double cascade MEK/ERK et 93-95 % auriple cascade Raf/MEK/ERK. Ces
résultats sont en accord avec ceux précédemmemtrtésp décrivant la capacité de
PEBP/RKIP & former un complexe ternaire avec Ra&KMt ERK?"> Cependant les auteurs
n’ont pas observé un effet inhibiteur majeur de PEIP sur MEK active et ERK active et
ont conclu que PEBP/RKIP était un inhibiteur séfed¢ Raf*’® Au contraire, nos résultats
montrent que PEBP/RKIP peut inhibervitro significativement toutes les enzymes de la voie
Raf/MEK/ERK. De plus, PEBP/RKIP semble capable delisr aux formes actives des
kinases Raf-1, MEK et ERK mais aussi aux formestines de MEK et ERK utilisées dans le
test sur la triple cascade. Par conséquent, PEBP/Bkquerait I'activité kinase mais aussi
I'activation des enzymes de la voie.

Au total, 30 produits finaux ont été évaluiés vitro sur Raf-1 avec la méthode
Lanthascreef' que nous avons optimisée. En collaboration avecdrd Meijer, ces produits
ont été testém vitro sur les kinases CDK5 et GSK3 impliqguées dans teearaet la kinase
DYRK1A impliquée dans la maladie d’Alzheimer. Enllaboration avec Christiane
Guillouzo, le potentiel cytotoxique de nos produateté mesurén vitro sur 6 lignées de
cellules cancéreuses : MDA-MB 231 (sein), Huh 7e)foNCI (poumon), PC3 (prostate),
HCT 116 (c6lon) et Caco (c6lon).

Aucun produit de la série 2 ne s’est avére actifasvis des kinases étudié&sglre
96).
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R2

Y N X = CO, CHOH
7 A Y=C,N
R3. Ny — R1=H, SO,Ph
| B X R2 = H, Br, CN, NHCOCH,

Z N R3= OCH,, OH, 3-pyridinyl

|
R1
Figure 96 : Composés synthétisés de la série 2

Cependant des activités cytotoxiques intéressalgd®rdre du M ont été obtenues
pour les cellules du sein (MDA-MB 231) et du céld¢@aco). La meilleure activité
cytotoxique est obtenue avec le prodlit ci-dessous avec des valeurs dd@e 1,2 uM
envers les cellules du célon, 1,5 uM envers lesilesl du sein et 3 UM vis-a-vis des cellules
du foie et de la prostatd-igure 97). Mais a ce stade, il n'est pas possible d’étaltie

relation claire entre la structure des produiteet activité biologique.

b
|

TN
= ] o
11 SO,Ph

Figure 97 : Structure chimique du composé 11

Concernant la premiére série de compose, seulnpasé64, a été identifié comme
inhibiteur de Raf-1 avec une valeur d}@e 9,8 uM. Ce produit est cytotoxique vis-a-vis de
cellules du foie (16 = 3 UM) et peu toxique vis-a-vis des cellules 88i(iG < 25 pM) mais
pour l'instant il est trop tét pour dire si cettetigité antitumorale est liée a la seule inhibition
de Raf-1. La comparaison de 'activité inhibitride-a-vis de Raf-1 entre le comp@&et les
composess, 66 et59 montre que la présence d’'une fonction amine etipo<-5 du noyau
4-azaindole ainsi que la substitution m@tadu cycleA par un groupement accepteur de
liaison hydrogéne favorise I'activité inhibitricEigure 98).
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H
CF N N CE N
D . TR LD
cl Z N NH, cl Z N NH, Z N NH
64 o)'\@ o5 O)\Q
IC,, Raf-1= 9,8 uM ICy, Raf-1 > 25 pM
H
59

o}

IC5o Raf-1 > 25 uM

&

ICy, Raf-1 > 25 pM

Figure 98 : Structures chimiques des composés 58,65 et 66

L’ensemble des résultats traitant de la mise antp®s tests, de leur validation et de
leur application a I'étude des produits synthétisésle la PEBP/RKIP a fait I'objet d’'une
publication qui a été soumise a la revue « Int@nal Journal of High Throughput

Screening ».

IV/ Modélisation moléculaire des inhibiteurs synthéiques

Afin de nous assister dans la synthese de nositehib de Raf, une collaboration
avec Stéphane Bourg en modélisation moléculairee andiée au début de la thése. Cette
collaboration a abouti a la construction d’'un medelsilico de Raf qui a ensuite été utilisé
pour le docking de nos inhibiteurs dans le sitaf at# Raf. Les résultats du docking
prévoyaient une meilleure interaction des prodiétda série 1 disubstitués en positidd et
N-1 par rapport a ceux de la série 2 fonctionnalesggositionC-5 et C-2 du 4-azaindole.
L’évaluation biologique de nos composés est enétaiion avec les résultats du docking
puisque seul un produit de la série 1 a donné bntd#activité vis-a-vis de Raf-1.

Contrairement a ce qui était attendu, la supelpositu Sorafenib tel qu’il est dans le
site actif de B-Raf avec le compos a montré que le cycle 4-azainddbe vient se
superposer avec le cycke du Sorafenib au lien du cyc (Figure 99). La figure montre
aussi que le groupement nitrile se superpose hien & carbonyle de la fonction urée du
Sorafenib et que le cycle trifluorophényle est mal orienté.
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|
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Figure 99 : Superposition réalisée in silico du c@msé 56 sur le Sorafenib dans le site
active de B-Raf

Ainsi, les études de docking ont montré que le nd¥@azaindole pouvait étre un bon
ligand de la poche ATP. Ce résultat est en coroélavec l'identification récente en 2008 de
dérivés 7-azaindoliques tels que le PLX-4032 (deneent en phase |), le PLX 4720 et le
PLX 3203 comme inhibiteurs puissants de R&fgre 100.%*° La résolution de la structure
du complexe PLX 4720/B-Raf a permis de montrer lgueycle 7-azaindole se fixe dans la
poche ATP*®

PLX 4720 PLX 3203 PLX 4032

Figure 100 : Structures chimiques des inhibiteur® dRaf a structure 7-azaindolique : les
PLX 4720, PLX 3203 et PLX 4032

V/ Etude de l'interaction Raf/PEBP

La deuxiéme stratégie envisagée pour inhiber Redrhit de concevoir des mimes
peptidiques de son inhibiteur naturel, la PEBP/RKJP, il n’existe a ce jour aucune structure
cristallographique de PEBP/RKIP en complexe avet &tad'autres de ses partenaires
protéigues. Par conséquent, la conception de @ dyiphibiteur nécessite d'avoir plus de

connaissances structurales sur la zone d'interaetitre Raf et PEBP/RKIP.
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Des études de résonance plasmonique de surfaceéepalans la littérature ont
mesuré I'affinité entre la PEBP/RKIP et plusieueptides de Raf-1 dont la séquence 331-349
correspond a la séquence minimale de Raf-1 impdigiaés I'interaction avec PEBP/RKIP.
De facon intéressante, les auteurs ont montré ugmentation de I'affinité entre le peptide
Raf et la PEBP/RKIP lorsque plusieurs résidus dme&t de tyrosine étaient phosphorylés.
La meilleure affinité (Kd de 2x10M) étant obtenue pour le peptide triphosphoryldiaeau
des sérines 338 et 339 et de la tyrosine®341.

A la suite de ces études, nous avons synthétise saaeres trois peptides de Raf-1
correspondant a la séquence 331-349 de Raf-1 eptide non phosphorylel, un peptide
diphosphoryléP2 et le peptide triphosphorylé3 avec lequel on attend la meilleure affinité
avec PEBP/RKIPHRigure 101).3* Le but de ces travaux est de compléter les infoomst
structurales et moléculaires sur le mécanisme ibitibn de Raf par la PEBP pour permettre

par la suite la conception de nouveaux inhibitearsables de mimer la PEBP.

P1: RPRGQRDSSYYWEIEASEV
P2: RPRGQRPSSYpYWEIEASEV
P3: RPRGQRIPSpSY pYWEIEASEV

Figure 101 : Peptides de Raf-1 (331-349) synth&ig@S = sérine phosphorylée, pY =
tyrosine phosphorylée)

Nous avons observé que l'augmentation de I'encomén¢ stérique due a
I'introduction d’un résidu phosphorylé rend plugfidile la réaction de couplage peptidique,
la déprotection du groupement Fmoc et la déprateat benzyle protégeant le groupement
phosphate. Nous avons constaté que ces problénmsasoentués lorsqu’on introduit
plusieurs résidus phosphorylés consécutivementplD& I'apport de charges négatives par
les groupements phosphates complique leur puiticgtbar HPLC en phase inverse. Pour
surmonter ces difficultés, nous avons choisi didtire manuellement les résidus
phosphorylés afin de mieux contrdler chaque étapeydthése.

Nous avons montré que l'usage du réactif HATU aseetiel pour former avec un
bon rendement la liaison peptidique entre les déaxius sérine phosphorylés consécutifs du
peptideP3.

Les trois peptides ont été obtenus avec une paetplus de 95 %, cette pureté

permettant leur analyse en RMN avec la PEBP/RKEtr@vail fera prochainement I'objet
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d’'une publication car jusqu’a présent aucune vaesginthése n'a été décrite pour ces
peptides issus de Raf-1.

Les premiers résultats de I'analyse de l'interactie ces peptides avec la PEBP/RKIP
par RMN semblent confirmer que le peptide triphasplé se lie avec la meilleure affinité
gue les 2 autres peptides. Il faut encore vérsigeous les peptides se lient au méme site de la
PEBP/RKIP. En effet, nous avons montré que PEBPPRIOntrole Raf et les autres enzymes
de la cascade aussi bien sous leurs formes adjivesactives, il sera donc important de
savoir si I'interaction entre PEBP/RKIP et Raf &ssceptible de s’effectuer de la méme facon
suivant le niveau de phosphorylation de Raf. Lesndes spectrales sont en cours

d’attribution pour définir précisément la zone ¢éraction au niveau de la PEBP.

VI/ Perspectives

Le composéb4 identifié a I'issue de ces travaux de these commeinhibiteur
potentiel de Raf-1 avec une activité antitumorakearvis des cellules du foie intéressante,
constitue notre téte de série. A partir de ce ca@pdes études de docking vont nous
permettre d’améliorer le design des inhibiteursiens guidant pour la fonctionnalisation du
cycle 4-azaindole afin d’augmenter I'affinité polar site actif Figure 102. La premiére
modification envisagée est de changer la naturgrdupemenR1 étant donné que les études
de docking ont montré que le cycle trifluorophéngle composé4 est mal orienté. La
fonction amine en 5 est a conserver car elle egoltante pour maintenir l'activité
inhibitrice. Dans ce but, la méthodologie mise ainp pour lesN-arylations pourra étre
utilisée pour greffer en 5 d'autres types d’amimes amides. La deuxieme modification
concernera le remplacement du lien cétone entegde 4-azaindold et le cycleA par un
lien méthylene Ch acétyle CHCO ou sulfonyle S@car nous avons observé que la fonction
amide formée eN-1 du 4-azaindole est peu stable. D’'apres la meakidin moléculaire, il est
préférable de greffer le cyct@ trifluorophényle emétadu cycleA. Nous envisageons donc
de substituer le cycl& par des fonctions arylamides ou arylurées dansemier temps.
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Figure 102 : Perspectives envisagées pour amélidasstivité inhibitrice du composé 64

En collaboration avec I'équipe de Christiane Guilo, des études complémentaires
sont actuellement en cours sur deux des prodsitslies cytotoxiques : le produdd (série 1)
qui présente une activité inhibitrice de 9,8 uM Raf-1 et le produill (série 2) qui n’a pas
d’effet sur la voie Raf/MEK/ERK. Cette équipe passéotamment un test cellulaire capable
d’identifier des inhibiteurs de la voie Raf/MEK/ER# mesurant la phosphorylation de ERK
dans la cellule. Ce test permettrait de savoifirgibition observée pour le produ@4 sur
'enzyme Raf-1 isolée est confirmée par une inlghitde la voie Raf/MEK/ERK dans la
cellule. D'autres études complémentaires permetitale savoir comment ces produits sont
cytotoxiques c'est-a-dire s’ils bloguent le cycHldaire, ou induisent un phénomeéne de
nécrose ou d’apoptose. Ces informations permattrde s’orienter vers la ou les cible(s) des
produitsé4 et11.

A partir des données structurales disponibles pesrinhibiteurs de Raf-1 ATP
compétitifs SB-590885 et son analogue SMBT’® une autre stratégie explorée au
laboratoire a été de remplacer I'hétérocycle cémmmalazole ou pyrazole par le 4-azaindole.
Une série de composeés 4-azaindoliques disubsttu€s2 etC-3 a été synthétisée par le Dr
Frédéric Pin puis évaluée. Le prod&iP05 a été identifié comme un bon inhibiteur ATP
compétitif de Raf avec une valeur dsfCégale a 0.29 uM corrélée avec une activité
cytotoxique intéressante submicromolaire de 0,6qnMers les cellules du cdlon Caco et de
I'ordre du micromolaire pour les cellules du cold@T 116 et du poumorf{gure 103. Ce
produit est notre deuxieme téte de série et noussageons d’explorer la fonctionnalisation
du sommetC-5 et de I'azotdN-1 pour améliorer son activité inhibitrice.
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ICy, Raf-1 = 0,29 M
IC4, DYRK1A = 0,7 uM

IC, Caco = 0,6 M
ICy HCT 116 = 3 uM
ICg NCI = 1 uM

FP 05

Figure 103 : Structure du composé FP 05 inhibitede Raf ATP compétitif

Grace aux études par RMN, lidentification desdaside PEBP/RKIP impliqués dans
l'interaction avec le peptide de Raf-1 triphospl@rgevrait aboutir a I'élaboration d'un
modele tridimensionnel de fixation du peptide a PEHXKIP. A partir de ce modéle, il sera
possible d’élaborer des mimes (peptidiques ou denPEBP/RKIP en vue de concevoir des
inhibiteurs de Raf. De tels inhibiteurs pourraiémite particulierement efficaces contre le

cancet’® si on considére que l'action anticancéreuse dePEBP/RKIP en tant que

29322 résulte notamment de

suppresseur de métast#éé'® et inducteur de I'apopto$
l'inhibition de la voie Raf/MEK/ERK.

Nous avons montré que le test sur la triple cascRdMEK/ERK permet
I'identification d’'inhibiteurs de Raf; MEK ou ERKCe test s’est aussi avéré étre le plus
adapté pour la détection d’inhibiteurs ATP compfétide type | ou Il et allostériques (type
lll). De plus, il est aussi compatible avec la détn d’inhibiteurs capables d’agir sur
plusieurs kinases la voie Raf/MEK/ERK comme la ¢iré PEBP/RKIP. Ainsi, I'évaluation
des futurs mimes de PEBP/RKIP pourra étre menéamaist grace au test sur la triple
cascade.

Considérant le fait que la combinaison des thésapimcéreuses est bénéfique pour la

2,393
)

plupart des cancef nous envisageons d'utiliser le test sur la trigdascade

392 Dancey J.E., Chen H.X.: Strategies for optimisingnbinaisons of molecularly targeted anticancentge
Nat. Rev. Drug Discoy2006 5, 649-59.
393 Zimmermann G.R., Lehar J., Keith C.T.: Multi-tar@fieerapeutics: when the whole is greater tharstime of
the partsDrug Discov Today2007, 12, 34-42.
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Raf/MEK/ERK pour détecter des nouveaux types dhitburs capables d’inhiber plusieurs
kinases de cette voie. Dans cet objectif, nous sageons de réaliser le criblage de la
chimiothéque de I'NCOA sur le test de la triple cade avec la méthode Lance Ultta

Comme argument supplémentaire a l'intérét ce prajearticle publié dans la revue médicale
British Journal of Cancer, suggere I'utilisationnttibiteurs de Raf et MEK pour le traitement

des mélanome¥?

394 Smalley K.S.M., Flaherty K.T.: Integrating BRAF/MEnhibitors into combination therapy for melanoma.
Br. J. Cancer2009 100, 431-35.
219






Chapitre IV

MATERIELS
ET
METHODES






Chapitre 1V : Matériels et méthodes

Chapitre IV : MATERIELS ET METHODES

I/ Synthése organique des dérivés 4-azaindoliques

I-1 Généralités

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich,oscOrganics and Alfa Aesar. We
used distilled DIPA, TMP and TMEDA. LDA 2M in THF&ptane/ethylbenzene aneBuLi
1.6 M in hexane were purchased from Sigma-Aldridelting points are uncorrectedH
RMN and®*C NMR spectra were recorded on a Brucker Avance RBX spectrometert,
250.19 MHz;**C, 62.89 MHz) or a Brucker Avance Il 400 spectraenétH, 400 MHz;*C,
100 MHz) using tetramethylsilane as the internahdard. Chemical shift$) are reported in
parts per million (ppm). Coupling constants areorggd in Hertz (Hz). Splitting patterns are
designated as s: singulet, bs = broad singuletddublet, dd = doublet of doublets, t = triplet,
ddd = doublet of doublets of doublets, g = quadsyymuint = quintuplet and m = multiplet.
IR absorption spectra were recorded on a Nicoled iSnart iTR apparatus and values were
reported in cif. MS (Mass Spectra) were recorded on Perkin-EIn@ES API 300 using
ion spray methodology. High-resolution mass spe@t&8MS) were recorded with a TOF
spectrometer in the electrospray ionization (ESHden or with a Finnigan MAT 95 XL
spectrometer in the chemical ionization (Cl) modethe “Centre Régional de Mesures
Physiques”, Blaise Pascal University. Column chrimgeaphy was carried out using silica
gel 60 (spherical, neutral, 40-63 uM, Merck) on @@l pomp C-610 supplied with the
pump module C-601. Thinlayer chromatography wasezhiout on Merck silica gel 60F254
precoated plated. Visualization was made with Wyhtli Microwave reactions were carried
out using a Biotage Initiatdf 2.5.
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[-2 Modes opératoires et caractérisations structurkes

(6-Methoxy-3-nitro-pyridin-2-yl)-acetonitrile (3) #°°

| C8H7N303

= MW =193.16

NO,

To a suspension of potassiuert-butoxide (3.84 g, 0.0342 mol, 2.2 equiv.) in drigdl (30 mL) under an
atmosphere of argon at - 10 °C, was transferregvads® a solution of 2-methoxy-5-nitropyrididg3 g, 0.0155
mol, 1.0 equiv.) and 4-chlorophenoxyacetonitél¢2.86 g, 0.0171 mol, 1.1 equiv.) in dry THF (50 )nChe
mixture was stirred at - 10 °C for 4 h. The reattwas stopped by addition of HCI 5 % (70 mL). Thede
product was extracted with EtOAc (3 x 80 mL) and tombined organic layers were washed with brire (7
mL). The organic layer was dried over MgSénhd filtered. The solvent was removed under rediyressure.
The crude product was purified by flash chromatphya(petroleum ether/EtOAc 7/3) to affoBdas a brown
solid (2.44 g, 81 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.34.
Mp: 117 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 2340, 1586, 1505, 1336, 1286, 1067, 1011, 950, 841

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 4.13 (s, 3H, OCH); 4.43 (s, 2H, Ch); 6.87 (d, 1H, H-5Js4 = 8.0 Hz); 8.41 (d,
1H, H-4,J45 = 8.0 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 27.3 (CH); 55.3 (CH); 111.7 (CH-5); 115.2 (CN); 136.6 (CH-4); 138.4
(Cq); 146. 0 (Cq); 165.5 (Cq).

MS (IS): m/z = 194.0 [MH].

(3-Amino-6-methoxy-pyridin-2-yl)-acetonitrile (4)

/)

| CN  CHN0

7 =
NH, MW =163.18

To a solution 083 (2.4 g, 12.4 mmol) in EtOH (40 mL), was added PH0C®%b (0.340 g). The mixture was stirred
at r.t. under 45 psi Hpressure for 7 h. The mixture was filtered ovelit€and the solvent was evaporaiad
vaccuo The crude material was purified by flash chrorgeaphy. The first product eluted with petroleum
ether/EtOAc 7/3 yielded the 5-methoxif-pyrrolo[3,2b]pyridine 5 (0.175 g, 9 %). The second product eluted
with petroleum ether/EtOAc 5/5 affordddhs a brown solid (1.35 g, 66 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.11.
Mp: 112 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3429, 3357, 2974, 2243, 1481, 1043, 833.

'H NMR (250 MHz, CDCY): § = 3.35 (bs, 2H, NJ; 3.74 (s, 2H, Ch); 3.88 (s, 3H, OCH); 6.61 (d, 1H, H,, J
= 8.5 Hz); 7.05 (d, 1H, i, J = 8.5 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG): & = 23.0 (CH); 53.5 (CH); 111.1 (CH,); 116.5 (CN); 129.5 (CK); 131.7
(Cq); 134. 0 (Cq); 157.6 (Cq).

MS (IS): m/z = 164.0 [MH].
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5-methoxy-1H-pyrrolo[3,2- b]pyridine (5)%*®

—0 N

AN
| CgHgN,O
% MW = 148.17

Procedure 1The catalytic reduction was achieved with theimtediate produet (1.3 g, 8.0 mmol) dissolved in
EtOH (20 mL). Pd/C 10 % was added (0.184 g) andhibeure was stirred at r.t. under a 45 psigfessure for

7 h. The mixture was filtered over Celite and tlé/ent was evaporateid vaccuo The crude material was
purified by flash chromatography (petroleum eth&dikc 7/3) to affordb as a light brown solid (1.06 g, 89 %).
Procedure 2 To a solution o8 (3.66 g, 0.019 mol) in EtOH (60 mL) and acetic adil mL, 15 %), was added
Pd/C 10 % (0.500 g). The mixture was stirred atuntler 45 psi klpressure overnight. The mixture was filtered
over Celite and the solvent was evaporatedaccuo The crude material was purified by flash chrorgedphy
(petroleum ether/EtOAc 5/5) to affobdas a brown solid (2.61 g, 93 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.27.
Mp: 117 °C.
IR (ATR diamond, cnl) v 3140, 1578, 1403, 1260, 1028, 721.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) & 4.01 (s, 3H, OCH); 6.60 (bs, 1H, H-3); 6.62 (d, 1H, H- = 10.0 Hz); 7.32
(dd, 1H, H-2,J = J’ = 2.5 Hz); 7.61 (d, 1H, H-T, ¢ = 10.0 Hz); 8.48 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 53.4 (CH); 102.5 (C-3); 105.7 (C-6); 121.9 (C-7); 124.3 JC16.5 (C-2);
142.7 (Cq); 160.2 (Cq).

MS (IS): m/z = 149.0 [MH].

I—=__

1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-#i-pyrrolo[3,2-b]pyridine (6)%"

] N
O Ny,
oo
7N C,HN,0.S
—_—e— 14" '12"Y2~'3
0=5=0 MW = 288.33
N 4

A solution of5 (3.0 g, 0.02 mol) in dry C§l, (50 mL) was cooled to 0 °C under an atmospherargdn.
Sodium hydroxyde (2.43 g, 0.0607 mol, 40 equivg banzyltriethylammonium chloride (0.091 g, 0.40 ohm
0.02 equiv.) were added successively. The mixtuae stirred at 0 °C for 10 min, followed by the sladdition

of benzenesulfonyl chloride (2.1 mL, 0.025 mol,5Leqjuiv.). After 15 min stirring at 0 °C then 2h&0r.t., the
mixture was poured into 4@ (40 mL) and extracted with GHI, (3 x 40 mL). The combined organic layers
were dried over MgSgand filtered. The solvent was removed under redlywessure. The crude product was
purified by flash chromatography (petroleum eth&i&c 7/3) to afforde as a white solid (5.7 g, 98 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.49.
Mp: 128 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 1580, 1477, 1399, 1256, 1131, 723.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.94 (s, 3H, OCH); 6.70 (d, 1H, H-6J 7 = 8.7 Hz,); 6.72 (d, 1H, H-35,= 3.9
Hz); 7.44 (dd, 2H, 2 x CK,J=J = 7.8 Hz); 7.55 (dd, 1H, Cid J=J = 7.8 Hz); 7.66 (d, 1H, H-2],5= 3.9
Hz); 7.83 (d, 2H, 2 x CKl, J =7.8 Hz); 8.15 (d, 1H, H-7;. s= 8.7 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) 6 53.4 (CH); 107.8 (C-6); 109.7 (C-3); 123.9 (C-7 + Cq); 1262 x CHh);
128.3 (C-2); 129.2 (2 x CH); 133.9 (CH,); 137.8 (Cq); 145.7 (Cq); 161.9 (Cq).

MS (IS): m/z = 289.0 [MH].
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Methoxy-pyrrolo[3,2-b]pyridine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (7)**®

/O N\ \
| C13H16N203
Z =N MW = 248.28
0™ ~o

-

To a solution ob (0.50 g, 3.37 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (8 mks added diert-butyl dicarbonate (0.884
g, 4.05 mmol, 1.2 equiv.) and DMAP (41.2 mg, 0.83mol, 0.1 equiv.). The mixture was stirred for 16th.t.
The reaction was stopped by addition gOH8 mL). The crude product was extracted with E¢G2 x 10 mL)
and the organic layers were washed with brine (1). mhe combined organic layers were dried over KgS
and filtered. The solvent was removed under redysex$sure. The crude product was purified by flash
chromatography (petroleum ether/EtOAc 95/5) toralffoa colorless oil (0.751 g, 90 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 9/1): 0.54.
IR (ATR diamond, cril) v 2972, 1735, 1403, 1290, 1122, 1021, 759.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) 3 1.67 (s, 9H, Ch); 3.99 (s, 3H, OCH); 6.63 (d, 1H, H-3J5, = 3.0 Hz,); 6.68 (d,
1H, H-6,J57= 5.0 Hz); 7.69 (d, 1H, H-Z 5 = 3.0 Hz); 8.21 (d, 1H, H-T, 5= 5.0 Hz).

3C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 27.8 (3 x CH); 53.0 (CH); 83.7 (Cq); 106.8 (C-6); 107.3 (C-3); 123.9 (Cq);
125.1 (C-7); 127.4 (C-2); 145.3 (Cq); 148.8 (CH11 (Cq).

MS (IS): m/z = 249.0 [MH].

General procedures for the preparation of the 2-lihiated derivative from 6 and 7:

General proceduré:

Di-isopropyl amine (2.6 eq) in dry THF (5 mL) wasoted to — 78 °C under an atmosphere of argon raadeid
with a solution ofn-BuLi (1.6 M in hexane, 2.5 eq). The mixture wagretl at - 78 °C for 20 min, then a
solution of6 or 7 (200 mg, 1.0 eq) in dry THF (7 mL) was added dnsewThe mixture was stirred at - 78 °C
for 60 min, followed by the slow addition of theeetrophile (2.0 eq) dissolved in dry THF (2 mL).€Timixture
was stirred at - 78 °C for at least 3 h before peiarmed to room temperature overnight. The reaatiocture
was quenched with a saturated solution of,8IH10 mL) and extracted with EtOAc (3 x 15 mL).efbombined
organic layers were dried over Mg$@nd filtered. The solvent was removed under redipcessure. The crude
product was purified by flash chromatography.

General procedurB:

2,2,6,6-Tetramethylpiperidine (1.6 eq) in dry THRV[P, 5 mL) was cooled to - 78 °C under an atmosploér
argon and treated with a solutionreBuLi (1.6 M in hexane, 1.5 eq). The mixture wasratl at - 78 °C for 20
min, then a solution dd or 7 (200 mg, 1.0 eq) in dry THF (7 mL) was added driggwThe mixture was stirred
at - 78 °C for 60 min, followed by the slow additiof the electrophile (2.0 eq) dissolved in dry TEFmL).
The mixture was stirred at - 78 °C for at least Bdfore being warmed to room temperature overnighe
reaction mixture was quenched with a saturatedtisolwf NH,Cl (10 mL) and extracted with EtOAc (3 x 15
mL). The combined organic layers were dried ovelSKAgand filtered. The solvent was removed under redluce
pressure. The crude product was purified by fldsbmatography.

General procedure:

A solution ofN,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TMEDA, 1.4 eq) &hdr 7 (0.200 g, 1.0 eq) in dry THF
(7 mL) was cooled to - 78 °C under an atmosphergdn. After 20 min stirring at - 78 °C, a solutiof LDA
(2M in THF/heptane/ethylbenzene, 1.5 eq).was addedly. The mixture was stirred at - 78 °C for 6hm
followed by the addition of the electrophile (24) elissolved in dry THF (2 mL). The mixture wasr&d at - 78
°C for at least 3 h before being warmed to roompemrature overnight. The reaction mixture was quedakith

a saturated solution of NBI (10 mL) and extracted with EtOAc (3 x 15 mL).elbombined organic layers
were dried over MgSgpand filtered. The solvent was removed under redlywessure. The crude product was
purified by flash chromatography.
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C-5 demethylation of 5-methoxy-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine derivatives®*

General procedurb:

To a solution of the 5-methoxyHtpyrrolo[3,2b]pyridine derivative (1.0 equiv.) in GJ@N (0.0424 M) was
added sodium iodide (0.051 g, 0.339 mmol, 1.6 ejjuithe mixture was cooled to 0 °C and stirred Sor
minutes. Chlorotrimethylsilane (0.043 mL, 0.339 miynio6 equiv.) was added dropwise at 0 °C. The unéxt
was refluxed for the indicated time, then, coole® t°C and the reaction was stopped by the slowiaddf 10
mL MeOH. After 15 min stirring at 0°C, the solvemtgre removedn vaccuo The crude product was purified
by flash chromatography.

C-5 fonctionnalisation of 23 with Suzuki-Miyaura Crass-Coupling Reactions

General procedure:

A solution 0of23 (100 mg, 0.246 mmol, 1.0 equiv.), boronic acid3@® mmol, 1.5 equiv.) and a solution of
K,CGQ; in water (1M, 0.738 mL, 0.738 mmol, 3.0 equiv.)amixture of toluene (5 mL) and EtOH (3 mL) was
degassed by argon bubbling for 30 min. Tetrakfgnylphosphine)palladium(0): Pd(RRh(0.01 equiv.,
0.00246 mmol, 3.0 mg) was added and the mixture iwasediately plunged in a pre-heated oil bath then
refluxed for the indicated time. The solvents wamoved under reduced pressure followed by thetiadddf
H,O (3 mL). The crude material was extracted with &Q3 x 5 mL). The combined organic layers were
washed with brine (5 mL) then dried over MgSénd filtered. The solvents were removed under cedu
pressure and the residue was purified by flashroatography.

C-5 fonctionnalisation of 23 with Buchwald Cross-Copling Reactions

General procedure:

A solution of23 (100 mg, 0.246 mmol, 1.0 equiv.), amine (0.295 mrh@® equiv.), cesium carbonate (0.369
mmol, 1.5 equiv.) and Xantphos (0.045 equiv., 0101imol, 6.4 mg) in a mixture of toluene (7 mL) was
degassed by argon bubbling for 30 min. Tris(dib&depeacetone)dipalladium(0): Ritha (0.03 equiv.,
0.00738 mmol, 7.0 mg) was added and the mixture iwasediately plunged in a pre-heated oil bath then
refluxed for the indicated time. The mixture wa®led to room temperature and toluene was removeérun
reduced pressure. The residue was purified by ftasbmatography.

Deprotection of the benzenesulfonyl groufi’*>®

General procedure:

To a solution of théN-benzenesulfonylHl-pyrrolo[3,2b]pyridine derivative (1.0 equiv.) in dry THF (0.080)
under argon, was added dropwise a solution oflietygammonium fluoride (TBAF) 1M in THF (6.42 mmol,
10.0 equiv.). The mixture was refluxed for 16 hteifcooling to r.t., the mixture was hydrolysedhwit,O (20
mL) and extracted with EtOAc (3 x 20 mL). The cormdd organic layers were washed with brine (10 rhient
dried over MgSQ@and filtered. The solvents were removed underacedypressure and the residue was purified
by flash chromatography.

Condensation of acyl chlorides on theH-Pyrrolo[3,2-b]pyridine core

General procedurd:

To a suspension of sodium hydride (NaH) 60 % inarahoil (1.3 equiv.) in dry THF (0.21 M) at 0°Caw
transferred dropwise a solution dfiPyrrolo[3,2b]pyridine (1.0 equiv.) in dry THF (0.11 M). The rtixe was
stirred at 0 °C for 60 minutes and a solution @& #tyl chloride (1.5 equiv.) in THF (0.18 M) waartsferred
dropwise at 0°C. The mixture was stirred at r.t. 6 h then hydrolysed with 8 (10 mL) and extracted with
EtOAc (3 x 10 mL). The combined organic layers wdreed over MgS@ and filtered. The solvents were
removed under reduced pressure and the residupusidied by flash chromatography.

Oxidation of secondary alcohol into keton&°

General procedure

To a solution of the secondary alcohol derivatiV® quiv.) in dry THF (0.0323 M) was added manganéV)
oxide 88 % (10.0 equiv.) and sodium chloride (40ie.). The mixture was refluxed for 16 h. Afterdmglysis
with a saturated aqueous solution of NaCl for 3Qutgs, the mixture was filtered over Celite. Thivesat was
removed under reduced pressure and the crude praciscextracted with EtOAc (3 x 10 mL). The comidine
organic layers were washed with brine (10 mL) tdead over MgSQ@and filtered. The solvents were removed
under reduced pressure and the residue was pubiifidsh chromatography.
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(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-phenyl-methanone (11)

o TN
Z >N CyHgNO,S
o0=t—0"° MW = 392.44

N -

The reaction was carried out as described in gemerreduresB and C using benzoyl chloride as the
electrophile (0.161 mL, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). iRcation by flash chromatography (petroleum etB&QAc
9/1) yieldedl11 as a yellow solid (139 mg, 51 %, procedBrel 55 mg, 57 %, procedufd).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.51.
Mp: 184 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 1660, 1403, 1241, 1182, 723.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.96 (s, 3H, OCH); 6.85 (d, 1H, H-6Js; = 8.0 Hz); 6.96 (s, 1H, H-3); 7.52 (m,
4H, 4 X Hy); 7.62 (M, 2H, 2 x I}); 7.97 (d, 2H, 2 x l4, J=8.0 Hz); 8.04 (d, 2H, 2 x ki, J=8.0 Hz); 8.33 (d,
1H, H-7,J,6= 8.0 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 53.7 (CH); 110.6 (C-6); 116.4 (C-3); 125.8 (C-7); 127.4 JCiR7.5 (2 x
CHy); 128.6 (2 x CH,); 129.1 (2 x CH); 130.1 (2 x CH,); 133.8 (CH,); 134.2 (CH,); 137.1 (Cq); 138.2
(Cq); 139.2 (Cq); 143.4 (Cq); 162.6 (Cq); 187.2)Cq

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for ¢H;/N,O,S (MH"): 393.0909; found 393.0918.

2-Benzoyl-5-methoxy-pyrrolo[3,2b]pyridine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (12)

(e} N

d A\
CaoH20N,0,

AN

Z >N

/g o) MW = 352.39
o

o]

-

The reaction was carried out as described in gepeogedureB using benzoyl chloride as the electrophile
(0.161 mL, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Purification tgsh chromatography (petroleum ether/EtOAc 95i8)ded
12 as a white solid (54 mg, 19 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 9/1): 0.30.
Mp: 143 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 1724, 1660, 1354, 1233, 1154, 1128, 726.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) & 1.36 (s, 9H, Ch); 4.0 (s, 3H, Ch); 6.82 (d, 1H, H-6Js7 = 7.5 Hz); 6.93 (s, 1H,
H-3); 7.48 (dd, 2H, 2 x |, J=J = 7.5 Hz); 7.61 (dd, 1H, ki, J=J = 7.5 Hz) ; 7.92 (d, 2H, 2 x i J = 7.5
Hz), 8.35 (d, 1H, H-7};6= 7.5 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 27.4 (3 x CH); 53.5 (CH); 85.5 (Cq);.109.9 (C-6); 113.2 (C-3); 125.9 (G-7)
126.7 (Cq); 128.5 (2 x CH); 129.5 (2 x CH,); 133.5 (CH,); 137.0 (Cq); 138.1 (Cq); 142.8 (Cq); 148.5 (Cq);
162.1 (Cq); 187.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH»;N,O, (MH+): 353.1501; found 353.1490.
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(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-(4-bromo-phenyl)-methanol (13)

o N N
__0_ _N
DY
Z N
| OH
0=S=0 Cx4H,,BrN,O,S
MW = 473.35

The reaction was carried out as described in gepeogedureB and C using 4-bromo-benzaldehyde as the
electrophile (257 mg, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Raaifion by flash chromatography (petroleum etheéd/t 7/3)
yielded13 as a colorless oil (250 mg, 76 %, procedByr@96 mg, 90 %, procedufs).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.36.
IR (ATR diamond, crii) v 3250, 1586, 1480, 1162, 724.

'H NMR (250 MHz, CDCY) & 3.73 (d, 1H, OH,J = 3.0 Hz); 3.89 (s, 3H, OG}{ 6.32 — 6.33 (m, 2H, H-3 +
CH); 6.68 (d, 1H, H-6J5- = 9.0 Hz); 7.22 (d, 2H, 2 x 4 J = 8.5 Hz); 7.36 — 7.44 (m, 4H, 4 x:Bt 7.55 (dd,
1H, Hy, J=J = 7.5 Hz); 7.65 (d, 2H, 2 x4 J = 7.5 Hz); 8.24 (d, 1H, H-T ¢= 9.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 53.5 (CH); 68.5 (CHOH);.108.3 (C-6); 112.4 (C-3); 121.9 JCtP5.3 (C-7);
126.1 (2 x CH,); 126.4 (Cq); 128.7 (2 x Ch); 129.3 (2 x CH); 131.4 (2 x CH,); 134.1 (CH,); 138.1 (Cq);
139.4 (Cq); 143.9 (Cq); 145.6 (Cq); 162.2 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for §H;sBrN,O,S (MH"): 473.0171; found 473.0164.

1-Benzenesulfonyl-2-iodo-5-methoxyH-pyrrolo[3,2-b]pyridine (15)

o N N
|

AN
I
% r}| C,,H,,IN,0.S
0=S=0 MW = 414.22

N S

The reaction was carried out as described in gépesaedured8 andC using iodine as the electrophile (353
mg, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Purification by fladtrematography (petroleum ether/EtOAc 9/1) yieldédas a
yellow solid (181 mg, 63 %, proceduBe 212 mg, 74 %, proceduf®).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.54.
Mp: 142 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 1574, 1452, 1395, 1373, 1024, 809, 723.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) & 3.94 (s, 3H, OCH); 6.68 (d, 1H, H-6Js- = 7.5 Hz); 7.04 (s, 1H, H-3); 7.46 (dd,
2H, 2 X Hy, J=J = 7.5 Hz); 7.59 (dd, 1H, K, J=J' = 7.5 Hz); 7.86 (d, 2H, 2 x &4 J = 7.5 Hz), 8.40 (d, 1H,
H-7,J;6= 7.5 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 53.6 (CH); 78.3 (Cqg); 108.0 (C-6); 124.5 (C-3); 125.7 (C-IP7.2 (2 X
CH,,); 128.2 (Cq); 129.2 (2 x CH); 134.3 (CH,); 137.8 (Cq); 146.2 (Cq); 162.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for H1,IN,03S (MHY): 414.9613; found 414.9626.

226



Chapitre 1V : Matériels et méthodes

2-lodo-5-methoxy-pyrrolo[3,2-b]pyridine-1-carboxylic acid tert-butyl ester (16)

_—0 N\ \
ml
N Ci3H15IN,O;
//I\ MW = 374.18
0 O7L

The reaction was carried out as described in gepevaedureB using iodine as the electrophile (102 mg, 0.403
mmol, 2.0 equiv.). Purification by flash chromatagy (petroleum ether/EtOAc 98/2) yield&€l as a yellow
oil (202 mg, 67 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 9/1): 0.46.
IR (ATR diamond, cri) v 2480, 1727, 1586, 1400, 1348, 1142, 822.

'H NMR (250 MHz, CDC}) 5 1.69 (s, 9H, Ch); 3.96 (s, 3H, OCH); 6.56 (d, 1H, H-6)s- = 8.0 Hz); 7.01 (s,
1H, H-3); 8.15 (d, 1H, H-7}; 6= 8.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG) & 28.0 (3 x CH); 53.2 (CH); 77.2 (Cq); 85.4 (Cq); 106.8 (C-6); 121.9 (C-3);
125.4 (C-7); 126.8 (Cq); 145.3 (Cq); 148.2 (Cq)1.D6(CQ).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH¢N,O3; (MHY): 375.0206; found 375.0199.

1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-H -pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carboxylic acid methyl ester (17)

o N | ™
mﬁ(o
=
"o
0=Ss=0 C16H14N,05S
MW = 346.36
N -

The reaction was carried out as described in gépesaedureC using methyl chloroformate as the electrophile
(0.107 mL, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Purification figsh chromatography (petroleum ether/EtOAc 9/Ejdad
17 as a white solid (150 mg, 62 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.46.
Mp: 156°C.
IR (ATR diamond, cril) v 2942, 2361, 1730, 1535, 1354, 1166, 1123, 725.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 3.92 (s, 3H, OCH); 3.96 (s, 3H, OCH); 6.83 (d, 1H, H-6Js- = 9.0 Hz); 7.20 (s,
1H, H-3); 7.50 (dd, 2H, 2 x |, J =J’' = 7.5 Hz); 7.61 (dd, 1H, k, J=J' = 7.5 Hz); 7.99 (d, 2H, 2 x H{ J =
7.5 Hz); 8.34 (d, 1H, H-T6= 9.0 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 52.8 (CH); 53.6 (CH); 110.8 (C-6); 116.7 (C-3); 126.0 (C-7); 127.2x2
CHa); 128.1 (Cq); 129.0 (2 x CH); 132.6 (Cq); 134.0 (CK); 138.5 (Cq); 142.7 (Cq); 161.0 (Cq); 162.4 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1sN-OsS (MH"): 347.0702; found 347.0704.
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1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-2-trimethylsilanyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (18)

- ™
—O. _N
m\Si/
0=S=0 C17H50N,04SSi
MW = 360.51
N /

The reaction was carried out as described in gépssaedureC using trimethylsilyl chloride as the electrophile
(0.175 mL, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Purification figsh chromatography (petroleum ether/EtOAc 9/Ejldad
18 as a white solid (212 mg, 85 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.56.
Mp: 126°C.
IR (ATR diamond, crii) v 2950, 1588, 1402, 1260, 1162, 1030, 845, 723.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 0.43 (s, 9H, 3 x CH); 3.92 (s, 3H, OCH); 6.62 (d, 1H, H-6Js7 = 9.0 Hz); 7.04
(s, 1H, H-3); 7.36 (dd, 2H, 2 x4 J =J' = 7.5 Hz); 7.49 (dd, 1H, K, J =3 = 7.5 Hz); 7.60 (d, 2H, 2 x4 J =
7.5 Hz); 8.05 (d, 1H, H-T7 6= 9.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG) 5 0.3 (3 x CH); 53.5 (CH); 108.2 (C-6); 121.9 (C-3); 124.6 (C-7); 126.0x(2
CHa); 128.0 (Cq); 129.1 (2 x CH); 133.6 (CH,); 139.1 (Cq); 145.8 (2 x Cq); 162.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH»1N,0sSSi (MH'): 361.1042; found 361.1061.
1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-2-tributylstannanyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (19)
- ™
—O. Ny \ JJJ_/

0=S=0 C,eH3eN,0,5Sn
MW = 577.36

N !

The reaction was carried out as described in geperaeduresC using tributyltin chloride as the electrophile
(0.4 mL, 1.39 mmol, 2.0 eq). Purification by flasfiromatography (petroleum ether/EtOAc 9/1) yield8dis a
colorless oil (332 mg, 83 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.73.
IR (ATR diamond, cnt) v 2954, 2913, 2843, 1587, 1361, 1258, 1398, 1160, B4

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 0.437 (t, 9H, 3 x CklJ = 7.5 Hz); 1.15 - 1.41 (m, 12 H, 6 x §H1.50 - 1.60 (m,
6 H, 3 x CH); 3.95 (s, 3H, OCH; 6.57 (d, 1H, H-6Js7 = 9.0 Hz); 6,92 (s, 1H, H-3); 7.39 (dd, 2H, 2 x.H

=J'= 7.5 Hz); 7.51 (dd, 1H, &, J = J’=7.5 Hz); 7.59 (d, 2H, 2 X K, J = 7.5 Hz); 7.99 (d, 1H, H-T¢ = 9.0
Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 11.8 (3 x CH); 13.6 (3 x CH)); 27.3 (3 x CH); 28.9 (3 x CH); 53.4 (CH);
106.9 (C-6); 120.8 (C-3); 123.9 (C-7); 126.0 (2K0; 127.7 (Cq); 129.1 (2 x GH); 133.5 (CH,); 139.2 (Cq);
147.0 (Cq); 147.1 (Cq); 161.8 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GHzgN,03SSn (MH): 519. 1702; found 519.1700.
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1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbaldehyde (20)

=N )
m\(‘
= I}l Y
0=S=0 C1sH12N0,S
MW = 316.34
_ /

The reaction was carried out as described in gemm@cedureC using N,N-dimethylformamide as the
electrophile (0.108 mL, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). iRcation by flash chromatography (petroleum etB&QAc
9/1) yielded an inseparable mixture of two produg@and the starting materiél We failed to purify20 even
after several attempts of recrystallisation. Theld/bf the reaction was estimated’byNMR (52.8 mg, 42 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.31.
IR (ATR diamond, cil) v 3097, 2954, 2365, 1669, 1522, 1397, 1173, 723.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) 5 3.96 (s, 3H, OCH); 6.92 (d, 1H, H-6Js 7= 9.0 Hz); 7.45 (dd, 2H, 2 x4 J=J’
= 7.5 Hz); 7.46 (s, 1H, H-3); 7.58 (dd, 1HxH) = J = 7.5 Hz); 7.84 (d, 2H, 2 x &4 J = 7.5 Hz); 8.04 (d, 1H,
H-7,J;6= 9.0 Hz): 10.5 (s, 1H, CHO).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) 6 53.8 (CH); 113.0 (C-6); 118.3 (C-3); 126.0 (C-7); 126.5x(ZH,,); 128.5
(Cq); 129.5 (2 x Cla); 134.6 (CHL); 137.5 (Cq); 138.6 (Cq); 142.9 (Cq); 162.9 (Crh2.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GH13N,0,S (MH"): 317.0596; found 317.0602.

1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-boronic acid (21)

- ™
Z N oH
O0=S=0
C,,H;3BN,O.S
MW = 332.15
N /

The reaction was carried out as described in gemeogedureC using trimethyl borate as the electrophile
(0.155 mL, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). The crude pradueas obtained without purification by flash
chromatography to afforgll as a brown product (219 mg, 95 %).

Rf (EtOAC): 0.
Mp: 176 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3101, 2921, 2357, 1736, 1637, 1347, 1139, 951, 725.

'H NMR (250 MHz, DMSO#) 3 3.87 (s, 3H, OCH); 6.53 (s, 1H, H-3); 6.68 (d, 1H, H-85- = 9.0 Hz); 7.50
(dd, 2H, 2 x H,, J=J' = 7.5 Hz); 7.60 (dd, 1H, §, J=J = 7.5 Hz); 8.02 (d, 2H, 2 x4 J = 7.5 Hz); 8.04 (d,
1H, H-7,3,6= 9.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, DMSQd) & 53.8 (CH); 104.1 (C-6); 112.9 (C-3); 125.8 (C-7); 126.1 JCIR6.7 (2 x
CH,); 129.0 (2 x CH,); 133.5 (CH,); 138.9 (2 x Cq); 144.9 (Cq); 160.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for @H.BN,OsS (MH"): 333.0716; found 333.0703.
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1-Benzenesulfonyl-1,4-dihydro-pyrrolo[3,2b]pyridin-5-one (22)*"®

oo IR
(@) N
QN
AN N C13H1oN,05S
| MW = 274.30
O0=S=0
\_ -

The reaction was carried out as described in gépeoaedureD from a solution o6 (1.0 g, 3.47 mmol, 1.0
equiv.) in 40 mL of CHCN. The mixture was refluxed for 3.5 h. Purificatitty flash chromatography
(CH.CI,/MeOH 95/5) yielde®?2 as a brown solid (0.838 g, 88 %).

Rf (EtOAC): 0.16.
Mp: 223 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3653, 1654, 1148, 723.

'H NMR (250 MHz, CDC)) 5 6.48 (d, 1H, H-6Js = 8.0 Hz); 6.49 (d, 1H, H-3k, = 4.0 Hz); 7.48 — 7.52 (m,
3H, H-2, 2 x H,); 7.61 (dd, 1H, K, J=J' = 8.0 Hz); 7.84 (d, 2H, 2 x &4 J = 8.0 Hz): 8.11 (d, 1H, H-Ty 6 =
8.0 Hz); 13.56 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, CDGJ) & 103.2 (CH,); 115.7 (CH,); 118.6 (Cq); 126.7 (2 x Ci); 127.6 (C-2); 128.8
(C-7); 129.6 (2 x Clg); 134.4 (CH,); 135.7 (Cq); 137.8 (Cq); 164.6 (Cq).

MS (IS): m/z = 275.0 [MH].
HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH;1N,0sS (MH"): 275.0490; found 275.0506.

Trifluoro-methanesulfonic acid 1-benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl ester (23)

\

o 7
’?I C14H9F3N20582

O0=S=0 MW =406.36

N S

A solution of 22 (1.8 g, 6.56 mmol, 1.0 equiv.) in GBI, (40 mL) was cooled to 0 °CN,N
Diisopropylethylamine (1.5 mL, 8.53 mmol, 1.3 eqpiwas added and the mixture was stirred at 0 ¥CL@
min. Trifluoromethanesulfonic anhydride (1.2 mL2Z . mmol, 1.1 equiv.) was added dropwise then thetien
was stirred at 0 °C for 25 min. The reaction wagpged by addition of a saturated aqueous solutidtadi CO;
(30 mL). The crude material was extracted with,CH(3 x 40 mL). The combined organic layers were wdshe
with brine (40 mL) then dried over Mgg@nd filtered. The solvents were removed underaedypressure and
the residue was purified by flash chromatograpletrdeum ether/EtOAc 8/2) to affo@B as a yellow oil (3.0
g, 99 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.56.
IR (ATR diamond, cnl) v 1603, 1562, 1404, 1384, 1211, 1128, 867, 724.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 6.86 (d, 1H, H-3J;, = 4.0 Hz); 7.12 (d, 1H, H-8s, = 9.0 Hz); 7.51 (dd, 2H, 2 x
Ha, J=J' = 7.5 Hz); 7.63 (dd, 1H, i, J=J = 7.5 Hz); 7.88 — 7.92 (m, 3H, 2 xhiH-2); 8.43 (d, 1H, H-7},¢
= 9.0 Hz).

3C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 109.5 (C-3); 110.4 (C-6); 118.6 (g, B = 1280 Hz); 125.0 (C-7); 126.8 (2
x CHy); 127.8 (Cq); 129.7 (2 x GH); 131.5 (C-2); 134.8 (CK); 137.5 (Cq); 146.7 (Cq); 152.4 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH10FsN,0sS, (MH™): 406.9983; found 406.9972.
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1-Benzenesulfonyl-5-(4-methoxy-phenyl)H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (24)

~o ™
N, \
| C,oH1N,0.S
= N MW = 364.43
0=5=0
N %

The reaction was carried out as described in gepevaedureE using the 4-methoxyphenylboronic acid (56.1
mg, 0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture was redldxfor 2 h. The residue was purified by flash
chromatography (petroleum ether/EtOAc 8/2) to aft>4 as a brown oil (85.2 mg, 95 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.27.
IR (ATR diamond, cnl) v 2954, 1587, 1403, 1365, 1248, 1128, 815, 724.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 3.84 (s, 3H, OCH); 6.91 (d, 1H, H-3J;, = 3.7 Hz); 6.98 (d, 2H, 2 x4 J = 9.0
Hz); 7.45 (dd, 2H, 2 x |, J=J = 7.5 Hz); 7.55 (dd, 1H, K, J=J’ = 7.5 Hz); 7.62 (d, 1H, H-6 ;= 8.8 Hz);
7.77 (d, 1H, H-2J,5= 3.7 Hz); 7.88 (d, 2H, 2 x4 J = 7.5 Hz); 7.93 (d, 2H, 2 x 4 J = 9.0 Hz); 8.28 (d, 1H,
H-7,J;6 = 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 55.3 (CH); 110.7 (C-3); 114.1 (2 x CH); 116.2 (C-6); 121.4 (C-7); 126.7 (2
X CHy); 127.1 (Cq); 128.3 (2 x CH); 129.4 (2 x CH,); 129.6 (C-2); 132.1 (Cq); 134.2 (Gt 137.9 (Cq);
148.8 (Cq); 154.4 (Cq); 160.3 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1/N,03S (MH"): 365.0960; found 365.0968.

1-Benzenesulfonyl-5-(2-methoxy-phenyl)H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (25)

\

C20H16N203S
MW = 364.43

N _

The reaction was carried out as described in gepevaedureE using the 2-methoxyphenylboronic acid (56.1
mg, 0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture was redldxfor 2 h. The residue was purified by flash
chromatography (petroleum ether/EtOAc 7/3) to aff6 as a white solid (62.5 mg, 70 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.37.
Mp: 134 °C.
IR (ATR diamond, cnt) v 3146, 3060, 2925, 2852, 1375, 1128, 733.

IH NMR (250 MHz, CDC)) & 3.83 (s, 3H, OCH); 6.93 (d, 1H, H-3):,= 4.0 Hz); 7.0 (d, 1H, K, J = 7.6 Hz);
7.07 (dd, 1H, K, J=J = 7.6 Hz); 7.36 (ddd, 1H, 4 J=J’ = 7.5 Hz,J” = 2.0 Hz); 7.47 (dd, 2H, 2 xH J =
J =7.6 Hz); 7.56 (dd, 1H, & J = = 7.6 Hz); 7.71 (dd, 1H, & J = 7.6 Hz,’ = 2.0 Hz); 7.75 (d, 1H, H-6,
Jo.7= 8.8 Hz); 7.79 (d, 1H, H-, 5= 4.0 Hz); 7.92 (d, 2H, 2 x A4 J = 7.6 Hz); 8.28 (d, 1H, H-Ty ¢ = 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 55.5 (CH); 110.6 (C-3); 111.3 (CK); 120.2 (C-7); 121.0 (C-6 + GH);
126.7 (2 x CH,); 127.0 (Cq); 129.1 (C-2); 129.2 (Cq); 129.4 (TKy); 129.8 (CH,); 131.2 (CH,); 134.1
(CHar); 138.0 (Cq); 148.5 (Cq); 153.2 (Cq); 156.7 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH;7;N,0sS (MH"): 365.0960; found 365.0971.
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1-Benzenesulfonyl-5-pyridin-4-yl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (26)

\

C1gH15N;0,S
MW = 335.39

N S

The reaction was carried out as described in gepeogedureE using the 4-pyridineboronic acid (47.9 mg,
0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture was refluxed 2 h. The residue was purified by flash chromeatphy
(CH.CI,/MeOH 98/2) to afford26 as a yellow solid (80 mg, 97 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.43.
Mp: 145 °C.
IR (ATR diamond, cif) v 3113, 1597, 1372, 1170, 1136, 752, 722.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 6.95 (d, 1H, H-3Js, = 4.0 Hz); 7.48 (dd, 2H, 2 x4 J = J’ = 7.5 Hz); 7.59 (dd,
1H, Ha,, J=J = 7.5 Hz); 7.76 (d, 1H, H-6s ; = 8.8 Hz); 7.86 (d, 1H, H-Z, 5= 4.0 Hz); 7.89 — 7.92 (m, 4H, 4
X Hpy); 8.38 (d, 1H, H-7J,6 = 8.8 Hz); 8, 71 (d, 2H, 2 x4l J = 6.3 H2).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 110.5 (C-3); 116.8 (C-6); 121.3 (2 x GM 121.5 (C-7); 126.8 (2 x CH);
128.2 (Cq); 129.6 (2 x CH); 130.5 (C-2); 134.4 (CK); 137.8 (Cq); 146.5 (Cq); 149.2 (Cq); 150.4 (2 M;
151.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1.N50,S (MH"): 336.0807; found 336.0824.

1-Benzenesulfonyl-5-pyridin-3-yl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (27)

SN ™
NN | N
T
/ N ClSH13N3OZS
| MW = 335.39
0=S=0
N %

The reaction was carried out as described in gepeogedureE using the 3-pyridineboronic acid (47.9 mg,
0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture was refluxed 2 h. The residue was purified by flash chromeatphy
(CH.CI,/MeOH 98/2) to affor®27 as a yellow solid (64.4 mg, 78 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.50.
Mp: 145 °C.
IR (ATR diamond, ci) v 3146, 3105, 2357, 1573, 1407, 1168, 723.

'H NMR (250 MHz, CDC}) 5 6.93 (d, 1H, H-3J;, = 3.6 Hz); 7.37 (dd, 1H, &, J = 8.0 Hz,J' = 4.8 Hz); 7.45
(dd, 2H, 2 x H,, J = = 7.6 Hz); 7.55 (dd, 1H, ki, J = J’' = 7.6 Hz); 7.69 (d, 1H, H-8ls; = 8.8 Hz); 7.85 (d,
1H, H-2,0,5 = 3.6 Hz); 7.91 (d, 2H, 2 X 4 J = 7.6 Hz); 8.31 (dd, 1H, #, J = 8.0 Hz,J' = 2.0 Hz); 8.36 (d,
1H, H-7,d,6 = 8.8 Hz); 8.63 (dd, 1H, #, J = 4.8 Hz,J’ = 2.0 Hz); 9.22 (dd, 1H, §, J = J’=2.0 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) 5 110.3 (C-3); 116.4 (C-6); 121.4 (C-7); 123.3 (()H126.5 (2 x CH}); 127.4
(Cq); 129.3 (2 x CH); 130.0 (C-2); 134.1 (CK); 134.2 (CH,); 134.7 (Cq); 137.5 (Cq); 148.1 (Git 148.9
(Cq); 149.4 (CH,); 151.4 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1.N50,S (MH"): 336.0807; found 336.0802.
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1-Benzenesulfonyl-5-(4-nitro-phenyl)-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (28)

/ON N
N, \
| C..H,.N.0,S
= N MW = 379.40
0=5=0
N -/

The reaction was carried out as described in gepevaedureE using the 4-nitrophenylboronic acid (62.0 mg,
0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture was refluxed .5 h. The residue was purified by flash chraygedphy
(petroleum ether/EtOAc 7/3) to affoR8 as a yellow solid (85 mg, 91 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.27.
Mp: 196 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3138, 2929, 2353, 1512, 1345, 1133, 751.

'H NMR (250 MHz, CDC}) 6 6.94 (d, 1H, H-3J;, = 3.7 Hz); 7.48 (dd, 2H, 2 x44 J =J’' = 7.5 Hz); 7.59 (dd,
1H, Hy,, J=J = 7.5 Hz); 7.75 (d, 1H, H-8s ;= 8.8 Hz); 7.86 (d, 1H, H-Z,3= 3.7 Hz); 7.91 (d, 2H, 2 x A4 J
= 7.5 Hz); 8.16 (d, 2H, 2 x4, J= 8.8 Hz); 8, 29 (d, 2H, 2 xA{ J = 8.8 Hz); 8.37 (d, 1H, H-T; ¢ = 8.8 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) 6 110.5 (C-3); 117.1 (C-6); 121.5 (C-7); 123.9 (EM,); 126.7 (2 x CH,);
127.8 (2 x CH,); 127.9 (Cq); 129.6 (2 x CH); 130.6 (C-2); 134.4 (CK)); 137.7 (Cq); 145.4 (Cq); 147.9 (Cq);
149.2 (Cq); 151.6 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for @H1,N30,S (MH"): 380.0705; found 380.0689.

1-Benzenesulfonyl-5-(2,6-dichloro-phenyl)Hi-pyrrolo[3,2- b]lpyridine (29)

7 cl N
N\
| N\ C,oH,CI,N,0,S
cl = N MW = 403.29
0=S=0
N %

The reaction was carried out as described in gepevaedureE using the 2,6-dichlorophenylboronic acid (70.0
mg, 0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture was redldxfor 5 h. The residue was purified by flash
chromatography (petroleum ether/EtOAc 7/3) to aff2® as a white solid (17 mg, 17 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.38.
Mp: 158 °C.
IR (ATR diamond, cn) v 3101, 1585, 1565, 1434, 1373, 1142, 782, 724.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 6.93 (d, 1H, H-3J;, = 3.8 Hz); 7.24 - 7.307 (m, 2H, 2 xaf}t 7.39 — 7.42 (m,
2H, 2 X Hy); 7.52 (dd, 2H, 2 x I, J = = 7.5 Hz); 7.63 (dd, 1H, k& J = J'= 7.5 Hz); 7.86 (d, 1H, H-2,5 =
3.8 Hz); 7.96 (d, 2H, 2 x K, J = 7.5 Hz); 8.38 (d, 1H, H-T; ¢ = 9.0 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 110.4 (C-3); 120.6 (C-6); 121.1 (C-7); 126.9 (Zk,,); 127.5 (Cq); 128.1 (2
X CHy); 129.6 (2 x CH,); 129.8 (CH,); 129.9 (C-2); 134.4 (CK); 134.9 (2 x Cq); 138.0 (Cq); 138.4 (Cq);
148.4 (Cq); 152.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for @H15CI,N,0,S (MH"): 403.0075; found 403.0096.
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1-Benzenesulfonyl-5-(2,6-dimethoxy-phenyl)H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (30)

\

CyHigN,0,S
MW = 394.45

_/

The reaction was carried out as described in gepeogedureE using the 2,6-dimethoxyphenylboronic acid
(67.2 mg, 0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture wafluxed for 2.5 h. The residue was purified bysfia
chromatography (petroleum ether/EtOAc 3/7) to aff8d as a white solid (85 mg, 88 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 3/7): 0.43.
Mp: 174 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 3105, 2950, 2921, 2839, 1585, 1365, 1247, 1108, 726

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.66 (s, 6H, 2 x ChJ; 6.63 (d, 2H, 2 x I, J = 8.4 Hz); 6.91 (d, 1H, H-3l3, =

3.8 Hz); 7.27 (d, 1H, H-6)s; = 8.4 Hz); 7.30 (dd, 1H, | J=J' = 7.5 Hz); 7.46 (dd, 2H, 2 xH J=J'= 7.5

Hz); 7.55 (dd, 1H, W, J=J' = 7.5 Hz); 7.77 (d, 1H, H-2bs = 3.8 Hz); 7.93 (d, 2H, 2 x4} J = 7.5 Hz); 8.28
(d, 1H, H-7,J,6 = 8.4 Hz).

3C NMR (100.61 MHz, CDG) § 55.8 (2 x CH); 104.0 (2 x CH,); 110.5 (C-3); 118.7 (Cq); 120.4 (C-7); 121.9
(C-6); 126.8 (2 x CH); 126.9 (Cq); 128.6 (C-2); 129.4 (2 x &GN 129.6 (CH,); 134.1 (CH,); 138.1 (Cq);
148.3 (Cq); 151.1 (Cq); 158.0 (2 x Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for ¢H;N,O,S (MH"): 395.1066; found 395.1061.

1-Benzenesulfonyl-5-(1-methoxy-naphthalen-2-yl)#-pyrrolo[3,2-b]pyridine (31)
o
N

J
O

The reaction was carried out as described in gépeogedureE using the 1-methoxynaphthalene-2-boronic
acid (74.6 mg, 0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixtuas refluxed for 4 h. The residue was purifiedflagh
chromatography (petroleum ether/EtOAc 7/3) to aff@t as a white solid (94 mg, 92 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.35.
Mp: 173 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3142, 2938, 2827, 1368, 1167, 1126, 737, 723.

IH NMR (250 MHz, CDCY) & 3.96 (s, 3H, Ch); 6.98 (d, 1H, H-3Js, = 3.6 Hz); 7.25 (s, 1H, k); 7.35 (dd,
1H, Ha, J = J =8.0 Hz); 7.46 (dd, 1H, K, J=J = 8.0 Hz); 7.50 (dd, 2H, 2 x4 J = J' = 7.5 Hz); 7.60 (dd,
1H, Har, J=J = 7.5 Hz); 7.75 — 7.83 (m, 4H, 4 %t 7.93 (d, 2H, 2 x i, J = 7.5 Hz); 8.14 (s, 1H, k)); 8.31
(d, 1H, H-7,J;6 = 8.4 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG) & 55.6 (CH); 106.1 (CH,); 110.7 (C-3); 120.4 (C-7); 121.3 (GhHt 124.0
(CHp); 126.3 (CH,); 126.8 (CH,); 126.9 (2 x CH,); 127.3 (Cq); 128.3 (CK); 128.8 (Cq); 129.3 (CK);
129.5 (2 x CH,); 130.8 (Cq); 131.2 (CK); 134.2 (CH,); 134.5 (Cq); 138.1 (Cq); 148.6 (Cq); 153.1 (Cq);
155.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1gN,03S (MH"): 415.1116; found 415.1126.

X
N CaaH1N,05S
Z N MW = 414.49
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2-(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-indole-1-carboxylic acid tert-butyl ester (32)

CaeH2sN;0,S
MW = 473.55

N _

The reaction was carried out as described in gépeoaedureE using theN-(tert-butoxycarbonyl)-indole-2-
trifluoroboraté®(119 mg, 0.369 mmol, 1.5 equiv.). The mixture wefluxed for 6 h. The residue was purified
by flash chromatography (petroleum ether/EtOAc 1@3)fford32 as a colorless oil (81 mg, 69 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.42.
IR (ATR diamond, cri) v 2974, 2353, 1730, 1327, 1127, 728.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 1.1 (s, 9H, 3 x CH); 6.75 (s, 1H, Fa); 6.89 (d, 1H, H-3s,= 4.0 Hz); 7.24 (dd,
1H, Hing, J =3 = 8.4 Hz); 7.34 (dd, 1H, K, J = J’ = 8.4 Hz); 7.45 — 7.49 (m, 3H, H-6 + 2 % 7.55 — 7.59
(m, 2H, 2 x H,); 7.84 (d, 1H, H-2J,3= 4.0 Hz); 7.90 (d, 2H, 2 x & J = 7.5 Hz); 8.19 (d, 1H, kb, J = 8.4
Hz); 8.31 (d, 1H, H-7J; 6= 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDGJ)) & 27.3 (3 x CH); 83.1 (Cq); 110.4 (C-3); 111.0 (GH; 115.0 (CH,); 119.3
(C-6); 120.7 (C-7); 120.8 (CH); 122.9 (CH,); 124.9 (CH,); 126.7 (2 x CH,); 127.1 (Cq); 128.8 (Cq); 129.5
(2 x CHy); 130.1 (C-2); 134.2 (CK); 137.7 (Cq); 137.8 (Cq); 139.0 (Cq); 148.1 (CI)9.9 (Cq); 150.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gsH,4N30,S (MH+): 474.1488; found 474.1473.

(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- blpyridin-5-yl)-(4-methoxy-phenyl)-amine (33)

\

CaoH17/N;0;S
O MW =379.44

SN

N N\
0 T
/ /,}1

0=Ss

N g

The reaction was carried out as described in gepeoaedureF using the 4-methoxy-phenylamine (36.3 mg,
0.295 mmol, 1.2 equiv.). The mixture was refluxedX hour. The residue was purified by flash chrimgeaphy
(petroleum ether/EtOAc 5/5) to affoBB as a brown oil (91.4 mg, 98 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 5/5): 0.45.
IR (ATR diamond, cnf) v 3179, 3105, 3007, 2933, 2835, 1591, 1509, 1409811520, 723.

'"H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.78 (s, 3H, Ch); 6.57 (d, 1H, H-3J);,= 4.0 Hz); 6.62 (d, 1H, H-6ls;= 9.0
Hz); 6.87 (d, 2H, 2 x i}, J = 8.8 Hz); 7.26 (d, 2H, 2 x4 J = 8.8 Hz); 7.41 (dd, 2H, 2 x4 J=J = 7.5 Hz);
7.52 (dd, 1H, i, J=J = 7.5 Hz); 7.59 (d, 1H, H-2};3= 4.0 Hz); 7.80 (d, 2H, 2 x A4 J = 7.5 Hz); 8.02 (d,
1H, H-7,J;6= 9.0 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) § 55.4 (CH); 105.3 (C-6); 109.9 (C-3); 114.5 (2 x GM 122.9 (Cq); 123.2
(C-7); 123.7 (2 x Cl}); 126.6 (2 x CH); 128.6 (C-2); 129.2 (2 x CH); 133.5 (Cq); 133.9 (CH); 137.9 (Cq);
147.3 (Cq); 155.1 (Cq); 156.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH;gNsOsS (MH+): 380.1069; found 380.1077.
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(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl)-(2-methyl-quinolin-4-yl)-amine (34)

T ™
N N
SQvs
N N
OZé:O Ca3H1gN,0,S
MW = 414.49
N S

The reaction was carried out as described in gépeoaedureF using the 2-methyl-quinolin-4-ylamine (46.7
mg, 0.295 mmol, 1.2 equiv.). The mixture was redldxfor 3 h. The residue was purified by flash
chromatography (C}CIl,/MeOH 95/5) to affordB4 as a light brown solid (93 mg, 91 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.39.
Mp: 123 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 3166, 1569, 1365, 1165, 1136, 754, 722.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 2.65 (s, 3H, Ch); 6.75 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 7.12 (d, 1H, H-6)s;= 9.0
Hz); 7.38 (dd, 1H, i, J=J' = 8.0 Hz); 7.46 (dd, 2H, 2 x4 J=J = 7.5 Hz); 7.57 (dd, 1H, |, J=J' = 7.5
Hz); 7.61 (dd, 1H, i, J=J = 8.0 Hz); 7.74 (d, 1H, H-2bs = 4.0 Hz); 7.83 (s, 1H, kJ); 7.87 (d, 2H, 2 x ¥,
J=7.5Hz); 7.94 (d, 1H, K, J = 8.0 Hz); 7.97 (d, 1H, K, J = 8.0 Hz); 8.22 (d, 1H, H-T; ¢= 9.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG) & 25.7 (CH); 106.2 (CH,); 109.4 (C-6); 109.9 (C-3); 118.9 (Cq); 119.8
(CHp); 123.3 (C-7); 124.4 (Cq); 125.0 (GHt 126.7 (2 x CH,); 129.1 (C-2); 129.4 (CH); 129.5 (3 x CH,);
134.2 (CH,); 137.9 (Cq); 144.4 (Cq); 147.3 (Cq); 148.5 (CkH1.6 (Cq), 159.6 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH;gN4,O,S (MH+): 415.1229; found 415.1223.

1-Benzenesulfonyl-5-morpholin-4-yl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (35)

/oﬁ N
K/N N\
o
S ~N C,,H,;;N,0.S
| MW = 343.41
0=S=0
N 4

The reaction was carried out as described in gepesaedure- using the morpholine (0.026 mL, 0.295 mmol,
1.2 equiv.). The mixture was refluxed for 2.5 heTiesidue was purified by flash chromatographyr@betm
ether/EtOAc 6/4) to affor85as a light brown solid (68 mg, 80 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 5/5): 0.43.
Mp: 130 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3093, 2856, 1574, 1362, 1247, 1168, 724.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.50 (t, 4H, 2 x Chj J = 4.8 Hz); 3.82 (t, 4H, 2 x C{1J = 4.8 Hz); 6.64 (d, 1H,
H-3, J; .= 3.6 Hz); 6.66 (d, 1H, H-6ls ;= 9.0 Hz); 7.43 (dd, 2H, 2 x4 J =J' = 7.6 Hz); 7.53 (dd, 1H, i, J
=J =7.6 Hz); 7.62 (d, 1H, H-2}, 5= 3.6 Hz); 7.81 (d, 2H, 2 x4 J=J' = 7.6 Hz); 8.10 (d, 1H, H-T; 6= 9.0
Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 46.3 (2 x CH); 66.8 (2 x CH); 104.6 (C-6); 110.2 (C-3); 122.7 (Cq); 123.1
(C-7); 126.6 (2 x CHt); 128.8 (C-2); 129.3 (2 x CH); 133.9 (CH,); 138.0 (Cq); 147.4 (Cq); 157.8 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1gNzOsS (MH+): 344.1057; found 344.1069.
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(1-Benzenesulfonyl-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-nonyl-amine (36)

- H Y

NSNS NSNS
| A\
T
0O=S=0 C22H29NBOZS
MW = 399.56

N S

The reaction was carried out as described in gepevaedureF using the nonylamine (0.054 mL, 0.295 mmol,
1.2 equiv.). The mixture was refluxed for 7 h. Tlesidue was purified by flash chromatography (petnm
ether/EtOAc 8/2) to affor86 as a brown oil (20 mg, 23 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.43.
IR (ATR diamond, cri) v 2924, 2856, 1593, 1370, 1168, 1131, 723.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) 5 0.87 (t, 3H, CH, J = 7.2 Hz); 1.26 — 1.38 (m, 12H, 6 x @H1.60 (quint, 2H,
CH,, J = 7.2 Hz); 3.28 (q, 2H, CHJ = 7.2 Hz); 4.44 (t, 1H, NHJ = 7.2 Hz); 6.36 (d, 1H, H-Gls;= 9.0 Hz);
6.58 (d, 1H, H-3J;,= 3.6 Hz); 7.43 (dd, 2H, 2 x4 J=J = 7.5 Hz); 7.53 (dd, 1H, K, J = J’ = 7.5 Hz); 7.56
(d, 1H, H-2,3,5= 3.6 Hz); 7.80 (d, 2H, 2 x4 J = 7.5 Hz); 8.01 (d, 1H, H-T; 6= 9.0 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) 5 14.1 (CH); 22.6 (CH); 27.0 (CH); 29.2 (CH); 29.4 (CH); 29.5 (CH); 29.6
(CH,); 31.8 (CH); 42.5 (CH); 104.7 (C-6); 110.0 (C-3); 122.2 (Cq); 123.3 (C-726.6 (2 x CH,); 128.3 (C-
2); 129.2 (2 x CH}); 133.8 (CH,); 138.1 (Cq); 147.5 (Cq); 157.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH3gN:O,S (MH+): 400.2059; found 400.2073.

(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl)-(3-methoxy-benzyl)-amine (37)

/—q ™
T
NN
oS,
= CZlH19N3O3S
N Mw =393.47
0=S=0
N /

The reaction was carried out as described in geépevaedure- using the 3-methoxy-benzylamine (0.040 mL,
0.295 mmol, 1.2 equiv.). The mixture was refluxed 7 h. The residue was purified by flash chromegphy
(petroleum ether/EtOAc 7/3) to affoBY as a brown oil (24 mg, 25 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.39.
IR (ATR diamond, cri) v 3428, 2954, 1588, 1367, 1167, 1130, 723.

H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.84 (s, 3H, CH); 4.52 (d, 2H, Chi J = 6.0 Hz): 4.97 (t, 1H, NH] = 6.0 H2):
6.38 (d, 1H, H-65,= 9.0 Hz); 6.60 (d, 1H, H-3k,= 3.6 Hz); 6.86 — 6.90 (M, 2H, 2 X\t 7.23 (dd, 1H, H,
J=9.0HzJ =1.6 Hz); 7.31 (dd, 1H, i, J=9.0 Hz,J' = 1.6 HZz); 7.42 (dd, 2H, 2 x4 J=J = 7.5 Hz); 7.53
(dd, 1H, Hy, J= J' = 7.5 Hz); 7.56 (d, 1H, H-2l, 3= 3.6 Hz); 7.80 (d, 2H, 2 x4 J = 7.5 Hz); 7.98 (d, 1H, H-
7,376= 9.0 HZ)

13C NMR (100.61 MHz, CDG): & = 42.0 (CH); 55.3 (CH); 105.1 (C-6); 110.0 (CK); 110.2 (C-3); 120.5
(CHa); 122.3 (Cq); 123.2 (C-7); 126.6 (2 x &M 127.1 (Cq); 128.2 (C-2); 128.5 (GhHt 129.1 (CH,); 129.2
(2 x CHy); 133.8 (CH,); 138.1 (Cq); 147.4 (Cq); 156.9 (Cq), 157.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH»oNzOsS (MH+): 394.1219; found 394.1225.
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N-(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-benzamide (38)

N ™
ey

L CZOH15N3O3S
0=S=0 Mw =377.42

N S

The reaction was carried out as described in gepevaedureF using the benzamide (36 mg, 0.295 mmol, 1.2

equiv.). The mixture was refluxed for 3 h. The des was purified by flash chromatography (petroleum
ether/EtOAc 6/4) to affor88 as a light brown solid (87 mg, 94 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.39.
Mp: 134 °C.

IR (ATR diamond, cri) v 3134, 3105, 1661, 1533, 1406, 1349, 1287, 116811223, 686.

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 6.61 (d, 1H, H-3J;,= 3.6 Hz); 7.42 — 7.59 (m, 6H, 6 X}t 7.74 (d, 1H, H-2,

Jo3= 3.6 Hz); 7.86 — 7.92 (m, 4H, 4 Xt 8.33 (d, 1H, H-7), 6= 9.0 Hz); 8.44 (d, 1H, H-&ls ;= 9.0 Hz); 8.92
(d, 1H, NH,J = 7.2 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDGJ) § 109.2 (C-3); 110.7 (C-6); 123.2 (C-7); 125.9 (CIp6.7 (2 x CH,); 127.2 (2
X CHa); 128.7 (2 X CH,); 129.4 (2 x CH); 129.9 (C-2); 132.2 (CK); 134.2 (CH,); 134.2 (Cq); 137.7 (Cq);
146.6 (Cq); 148.9 (Cq); 165.7 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for ggH¢NzOsS (MH+): 378.0912; found 378.0912.
N-(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl)-acetamide (39)
o N
Ty
| N

| CysH5N;05S
O0=S=0 MW =315.35

N S

The reaction was carried out as described in gépevaedureF using the acetamide (14 mg, 0.295 mmol, 1.2

equiv.). The mixture was refluxed for 1.5 h. Theidee was purified by flash chromatography (petrole
ether/EtOAc 4/6) to affor89 as a colorless oil (78 mg, 99 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 98/2): 0.3.
IR (ATR diamond, cil) v 3412, 3277, 3097, 1674, 1532, 1405, 1376, 1129, 726

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 2.14 (s, 3H, Ch); 6.63 (d, 1H, H-3); ,= 3.8 Hz); 7.43 (dd, 2H, 2 x4 J = J' =
7.5 Hz); 7.54 (dd, 1H, |, J=J' = 7.5 Hz); 7.74 (d, 1H, H-2L, ;= 3.8 Hz); 7.84 (d, 2H, 2 x /4 J=J' = 7.
Hz); 8.22 — 8.28 (m, 2H, H-6, H-7); 8.77 (bs, 1HH)N

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 24.6 (CH); 108.8 (C-6); 110.6 (C-3), 123.6 (C-7); 125.7 YCIR6.7 (2 X
CHa); 129.5 (2 x CH,); 130.0 (C-2); 134.3 (CK); 137.7 (Cq); 145.7 (Cq); 148.7 (Cq); 168.8 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH14N3OsS (MH+): 316.0756; found 316.0765.
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1-(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-piperidin-2-one (40)

- o N
| C..H,.N.0.S
= | MW = 355.42
0=S=0
N %

The reaction was carried out as described in gépeogedureF using the piperidin-2-one (29.3 mg, 0.295
mmol, 1.2 equiv.). The mixture was refluxed for 15 The residue was purified by flash chromatogyaph
(petroleum ether/EtOAc 2/8) to affodd as a brown oil (69 mg, 79 %).

Rf (EtOAC): 0.30.
IR (ATR diamond, ciit) v 3105, 2954, 2864, 1651, 1401, 1373, 1167, 1127, 728

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 1.91 — 1.96 (m, 4H, 2 x Gi{ 2.59 (t, 2H, CH, J = 6.4 Hz); 3.91 (t, 2H, CHJ =
6.4 Hz); 6.79 (d, 1H, H-3};,= 4.0 Hz); 7.47 (dd, 2H, 2 x4 J = J' = 7.6 Hz); 7.57 (dd, 1H, ki, J = 7.6 Hz);
7.60 (d, 1H, H-6J5,= 9.2 Hz); 7.77 (d, 1H, H-2l, 3= 4.0 Hz); 7.88 (d, 2H, 2 X CH,= 7.6 Hz); 8.25 (d, 1H,
H-7,J,6= 9.2 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG) & 21.0 (CH); 23.1 (CH); 33.3 (CH); 48.6 (CH); 109.8 (C-3); 117.1 (C-6);
121.9 (C-7); 126.1 (Cq); 126.7 (2 x GH 129.3 (C-2); 129.5 (2 x CH); 134.2 (CH,); 137.8 (Cq); 146.9 (Cq);
151.9 (Cq); 170.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1gNzOsS (MH+): 356.1069; found 356.1063.

(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl)-carbamic acid ethyl ester (41)

sl H I
O NNy
T D
= N C16H15N3O4S
O=t—o MW =345.38
N S

The reaction was carried out as described in gepeogedureF using the ethyl carbamate (26.3 mg, 0.295
mmol, 1.2 equiv.). The mixture was refluxed for Z\5The residue was purified by flash chromatogyaph
(petroleum ether/EtOAc 6/4) to affodd as a white solid (61 mg, 72 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 5/5): 0.58.
Mp: 153 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 2987, 2361, 1714, 1556, 1373, 1172, 725.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 1.30 (t, 3H, CH, J = 7.2 Hz); 4.23 (q, 2H, CHJ = 7.2 Hz); 6.68 (d, 1H, H-Fs .,

= 3.6 Hz); 7.46 (dd, 2H, 2 x4 J=J = 7.6 Hz); 7.57 (dd, 1H, |4, J =J’ = 7.6 Hz); 7.60 (bs, 1H, NH); 7.72 (d,
1H, H-2,3,5= 3.6 Hz); 7.85 (d, 2H, 2 x & J = 7.6 Hz); 8.0 (d, 1H, H-6)s;= 9.0 Hz); 8.26 (d, 1H, H-T; ¢=
9.0 Hz).

3C NMR (100.61 MHz, CDG) § 14.5 (CH); 61.5 (CH); 108.9 (C-6); 109.5 (C-3); 123.3 (C-7); 125.5 JCq
126.7 (2 x CH,): 129.5 (2 x CH,); 129.6 (C-2); 134.2 (CK); 137.9 (Cq); 146.7 (Cq); 149.0 (Cq); 153.4(Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH1¢NsO,S (MH+): 346.0862; found 346.0848.
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N-(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-isonicotinamide (42)

QL B
NS N N\ \

C19H1N,O5S
MW = 378.41

0=S=0

N S

The reaction was carried out as described in gemeogedureF using dioxane instead of toluene and the
isonicotinamide (60 mg, 0.493 mmol, 2.0 equiv.)eThixture was stirred for 24 h at 80 °C. The resicias
purified by flash chromatography (GEIl,/MeOH 98/2) to affordi2 as a light brown solid (51 mg, 55 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.54.
Mp: 200 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3105, 1700, 1542, 1408, 1350, 1288, 1172, 1123, 727

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 6.65 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 7.48 (dd, 2H, 2 x4 J = J’ = 7.5 Hz); 7.59 (dd,
1H, Ha,, J=J' = 7.5 Hz); 7.76 (d, 2H, 2 x k4 J = 6.0 Hz); 7.79 (d, 1H, H-Zp5 = 4.0 Hz); 7.89 (d, 2H, 2 x A4
J=7.5Hz); 8.35 (d, 1H, H-T7 6= 9.0 Hz): 8.39 (d, 1H, H-Gls;= 9.0 Hz); 8.78 (d, 2H, 2 x 4 J = 6.0 Hz);
9.04 (bs, 1H, NH).

¥C NMR (100.61 MHz, CDGJ) § 109.1 (C-3); 110.8 (C-6); 120.9 (2 x @M 123.3 (C-7); 126.1 (Cq); 126.7 (2
X CHa); 129.5 (2 x CH); 130.2 (C-2); 134.3 (CK); 137.7 (Cq); 141.3 (Cq); 146.6 (Cq); 148.2 (CkH0.8 (2
x CHa,), 163.7 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1sN4,OsS (MH+): 379.0865; found 379.0845.

1-(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-3-phenyl-urea (44)

/ N

—N N\ N
m C,eH1gN;0,S
| MW = 437.52
O0=S=0

The reaction was carried out as described in gepevaedurd- using the phenyl-urea (40 mg, 0.295 mmol, 1.2
equiv.). The mixture was refluxed for 1 hour. Thsidue was purified by flash chromatography (petroi
ether/EtOAc 5/5) to afford4 as a white solid (74 mg, 77 %).

Rf (CH,Cl/MeOH 98/2): 0.11.
Mp: 240 °C.
IR (ATR diamond, ciit) v 3215, 3023, 2966, 1690, 1564, 1275, 729, 676.

'H NMR (250 MHz, DMSOdg) & 6.96 (d, 1H, H-3J);,= 3.6 Hz); 7.03 (dd, 1H, &, J =J' = 8.0 Hz); 7.32 (dd,
2H, 2 X Hy, J=J = 8.0 Hz); 7.50 (d, 1H, H-6ls ;= 9.0 Hz); 7.56 — 7.64 (m, 4H, 4 %} 7.73 (dd, 1H, kK, J

=J =7.5Hz);8.03 (d, 2H, 2 x4, J= 7.5 Hz); 8.07 (d, 1H, H-Z, 3= 3.6 Hz); 8.33 (d, 1H, H-T; 6= 9.0 Hz);

8.74 (bs, 1H, NH); 9.71 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, DMSQd6) & 108.8 (C-6); 109.5 (C-3); 118.8 (2 x &M 122.4 (CH,); 123.5 (Cq);
123.6 (C-7); 126.7 (2 x CH); 128.8 (2 x CH,); 129.8 (2 x CH); 130.2 (C-2); 134.8 (CK); 136.7 (Cq); 138.9
(Cq); 145.2 (Cq); 150.4 (Cq); 152.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH;/N4,OsS (MH+): 393.1021; found 393.1032.
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1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-benzhydrylidene-amine (45)

o H TN
CF, NG
| A\
_ N C20H13C|F3N3028
cl | MW = 451.86
O0=S=0
. -

The reaction was carried out as described in gépesaedurdg- using the benzophenone imine (0.05 mL, 0.295
mmol, 1.2 equiv.). The mixture was refluxed for :15The residue was purified by flash chromatogyaph
(petroleum ether/EtOAc 6/4) to affodd as a yellow oil (71 mg, 66 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.18.
IR (ATR diamond, cnt) v 3060, 1736, 1568, 1372, 1127, 725, 685.

'H NMR (250 MHz, CDCY) § 6.50 (d, 1H, H-6Js-= 8.8 Hz); 6.70 (d, 1H, H-3k,= 3.6 Hz); 7.12 — 7.19 (m,
4H, 4 X Hy); 7.24 (dd, 1H, &, J =J' = 7.2 Hz); 7.37 — 7.44 (M, 4H, 4 Bt 7.47 (dd, 1H, i, J=J = 7.2
Hz); 7.55 (dd, 1H, &, J = J' = 7.6 Hz); 7.65 (d, 1H, H-2l,5 = 3.6 Hz); 7.76 - 7.81 (m, 4H, 4 x,}; 8.01 (d,
1H, H-7,J; 6= 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) § 110.5 (C-3); 112.0 (C-6); 122.4 (C-7); 125.0 (C136.5 (4 x CH,); 127.8
(CHa); 128.0 (C-2); 128.8 (CK); 129.2 (2 x CH,); 129.3 (4 x CH,); 129.6 (CH,); 131.2 (CH,); 134.0
(CHa,); 136.0 (Cq); 137.8 (Cq); 138.7 (Cq); 147.6 (CIH0.7 (Cq); 170.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH,oNsO,S (MH+): 438.1276; found 438.1277.

(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl)-(4-chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)- amine (46)

- H T
CF, NNy
:©/ m CyoH1sCIFN,0,S
cl = N MW = 451.86
0=5=0
N -/

A microwave vial containing a stirring bar was ajea with23 (0.120 g, 0.295 mmol, 1.0 equiv.), 4-chloro-3-
trifluoromethyl-phenylamine (90 mg, 0.443 mmol, lefuiv.), DBU (0.110 mL, 0.738 mmol, 2.5 equiv.),
xantphos (4 mg, 0.00591 mmol, 0.02 equiv.) angtPa (8 mg, 0.00886 mmol, 0.03 equiv.) in toluene (2)mL
The mixture was submitted to microwave irradiatigth stirring at 150 °C for 30 minutes, then cootedoom
temperature and toluene was removed under reducedsye. The residue was purified by flash
chromatography (petroleum ether/EtOAc 7/3) to af#® as a light brown solid (0.128 g, 96 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.53.
Mp: 130 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 3510, 1592, 1424, 1134, 725, 683.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 6.68 (d, 1H, H-3J);, = 3.5 Hz); 6.71 (d, 1H, H-6];; = 8.8 Hz); 6.95 (bs, 1H,
NH); 7.35 (d, 1H, H,, J = 8.8 Hz); 7.45 (dd, 2H, 2 x4 J = J’ = 7.5 Hz); 7.56 (dd, 1H, 4 J=J = 7.5 Hz);
7.68 (d, 1H, H-2),5 = 3.5 Hz); 7.74 (dd, 1H, i, J = 8.8 Hz,J' = 2.5 Hz); 7.85 (d, 2H, 2 X & J = 7.5 Hz);
7.92 (d, 1H, H,, J = 2.5 Hz); 8.13 (d, 1H, H-Ty = 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 107.8 (C-6); 109.9 (C-3); 117.2 (GHt 122.0 (CH,); 122.7 (q, CE, J =
1080 Hz); 123.1 (Cq); 123.3 (C-7); 123.4 (Cq); B2@ x CHy); 128.4 (Cq); 128.9 (C-2); 129.3 (2 x &M
131.6 (CH,); 134.0 (CH,); 137.8 (Cq); 139.9 (Cq); 146.7 (Cq); 152.3 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GH13sCIFsN;0,S (MH"): 452.0447; found 452.0464.
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(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)-(1 H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-amine (47)

i

CF, NNy

cl = |}] MW = 311.70
H

The reaction was carried out as described in gépesaedureG from a solution o#6 (0.290 g, 0.642 mmol) in
dry THF (8 mL). Purification by flash chromatograpipetroleum ether/EtOAc 5/5) yielddd as a light brown
solid (0.193 g, 96 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.25.
Mp: 144 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3188, 2450, 1577, 1478, 1322, 1114, 740.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 6.56 (d, 1H, H-3J;, = 2.5 Hz); 6.67 (d, 1H, H-6l;; = 8.8 Hz); 6.79 (bs, 1H,
NH); 7.31 - 7.35 (m, 2H, Kl + H-2); 7.55 (d, 1H, H-7}, = 8.8 Hz); 7.62 (d, 1H, K, J = 8.5 Hz); 7.78 (bs, 1H,
Ha); 8.54 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) 6 102.5 (C-3); 106.3 (C-6); 116.5 (Git 121.0 (C-7); 121.4 (CK); 122.4
(Cq); 122.8 (q, CE J = 1080 Hz); 124.4 (Cq); 127.5 (C-2); 128.3 (Cq31B (CH); 141.0 (Cq); 144.1 (Cq);
149.8 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for @HCIFsN; (MH™): 312.0515; found 312.0515.

(1-Benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2- b]lpyridin-5-yl)-(4-chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)- carbamic acidtert-
butyl ester (48)

NS B

CF, NNy
:©/ m CypeH,, CIF,NLO,S
= MW = 551.98
cl '}I

0=§=0

N _

To a solution 0f46 (0.500 g, 1.11 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (8 mijs added diert-butyl dicarbonate
(0.290 g, 1.33 mmol, 1.2 equiv.) and 4-dimethylaopiyridine (13.5 mg, 0.111 mmol, 0.10 equiv.). Thatare
was stirred for 16 h at r.t. The reaction was staplpy addition of HO (8 mL). The crude product was extracted
with EtOAc (3 x 10 mL) and the organic layers wermshed with brine (10 mL). The combined organietay
were dried over MgSgpand filtered. The solvent was removed under redlywessure. The crude product was
purified by flash chromatography (petroleum eth&d/kc 6/4) to afford48 as a white solid (0.550 g, 90 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.29.
Mp: 178 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 2384, 1731, 1380, 1289, 1157, 1135, 728.

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 1.43 (s, 9H, 3 x CH); 6.75 (d, 1H, H-3J;, = 4.0 Hz); 7.28 (dd, 1H, K, J = 8.4
Hz,J = 2.4 Hz); 7.41 (d, 1H, K, J = 8.4 Hz); 7.42 (d, 1H, H-6)s; = 8.8 Hz); 7.48 (dd, 2H, 2 x4 J = J' =

7.5 Hz); 7.57 (d, 1H, K, J = 2.4 Hz); 7.60 (dd, 1H, {4, J=J = 7.5 Hz); 7.78 (d, 1H, H-Z, 5 = 4.0 Hz); 7.88
(d, 2H, 2 x Hy, J = 7.5 Hz); 8.31 (d, 1H, H-T 6 = 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) § 29.1 (3 x CH); 82.7 (Cq); 110.1 (C-3); 117.6 (C-6); 122.5 (C-125.2 (q,
CF;, J = 1080 Hz); 126.3 (CK); 126.5 (Cq); 126.8 (2 x Ci); 128.1 (Cq); 128.6 (Cq); 129.6 (2 x &N 130.0
(C-2); 131.2 (CH); 131.6 (CH\,); 134.4 (CH,); 137.8 (Cq); 140.6 (Cq); 147.6 (Cq); 151.1 (CkH3.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH»,CIF;N;0,S (MH"): 552.0972; found 552.0957.
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(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)-(1 H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl)-carbamic acid tert-butyl ester (49)

O%I/O/%
CF, No _N
AN
al N Mw=41181
H

The reaction was carried out as described in geépesaedureG from a solution o#8 (0.100 g, 0.181 mmol) in
dry THF (5 mL). Purification by flash chromatograp(petroleum ether/EtOAc 5/5) yieldd® as a white solid
(0.074 g, 99 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.27.
Mp: 202 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3105, 1717, 1314, 1299, 1146, 733.

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 1.45 (s, 9H, 3 x CH); 6.64 (bs, 1H, H-3); 7.15 (d, 1H, H-&- = 8.8 Hz); 7.34 -
7.36 (M, 2H, 2 x i4); 7.40 (dd, 1H, H-2) = J = 3.2 Hz); 7.64 (d, 1H, K, J = 2.4 Hz); 7.66 (d, 1H, H-Ty¢ =
8.8 Hz); 8.77 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) 5 28.2 (3 x CH); 82.2 (Cq); 103.6 (C-3); 116.2 (C-6); 120.2 (C-722.8 (q,
CR;, J = 1120 Hz); 125.2 (CH); 127.1 (Cq); 128.2 (Cq); 128.5 (Cq); 128.9 (C-230.1 (CH); 131.4 (CH,);
141.3 (Cq); 145.3 (Cq); 148.3 (Cq); 153.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for @HsCIFsN;0, (MH™): 412.1040; found 412.1049.

Y

[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrrolo [3,2-b]pyridin-1-yl]-(4-methoxy-phenyl)-methanone

(50)
- H N
CF, N N
:©/ m C22H15C|F3N302
cl N MW = 445.83
o)
\ O/ /

Procedure 1The reaction was carried out as described in gémpeocedured from 47 (0.190 g, 0.610 mmol)
and the 4-methoxy-benzoyl chloride (0.124 mL, 0.8drbol). Purification (petroleum ether/EtOAc 7/3gled
50 as a light brown solid (0.200 g, 73 %).

Procedure 270 a solution o#9 (0.090 g, 0.165 mmol) in Ci€l, (5 mL) at r.t., was added TFA (1.0 mL). The
reaction mixture was stirred at r.t. for 7 h. Tlkadtion was stopped and neutralized by additioa séturated
aqueous solution of NaHGJ10 mL). The mixture was extracted with @, (3 x 10 mL). The combined
organic layers were dried over Mgsand filtered. The solvents were removed underaedypressure to afford
50 as a light brown solid (0.065 g, 88 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.47.
Mp: 139 °C.
IR (ATR diamond, crii) v 3380, 1658, 1604, 1479, 1327, 1264, 1170, 1109, 887

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.91 (s, 3H, OCH); 6.66 (d, 1H, H-3J;,= 3.7 Hz); 6.69 (bs, 1H, NH); 6.75 (d,
1H, H-6,Js- = 9.0 Hz); 7.04 (d, 2H, 2 x 4 J = 9.0 Hz); 7.41 (d, 1H, K, J = 8.8 Hz); 7.53 (d, 1H, H;2), 5=
3.7 Hz); 7.70 - 7.77 (m, 3H, 3 x; 7.93 (d, 1H, H,, J = 2.8 Hz); 8.46 (d, 1H, H-Ty 6= 9.0 Hz).

3C NMR (100.61 MHz, CDG): & = 55.5 (CH); 107.4 (C-6); 108.4 (C-3); 114.0 (2 x G} 117.2 (CH,);
124.1 (q, Ck, J = 1084 Hz); 122.1 (CK); 123.3 (Cq); 124.9 (Cq); 125.3 (Cq); 125.9 (C128.4 (Cq); 130.4
(C-2); 131.7 (2 x Cig); 131.8 (CH,); 140.1 (Cq); 147.1 (Cq); 152.1 (Cq); 163.0 (Ckh7.8 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for §H¢CIF;N;0, (MH™): 446.0883; found 446.0892.
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(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)-[1-(4-methoxy-benzoyl)-1H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl]-carbamic
acid tert-butyl ester (51)

OY(K
CF, Na N CyH,sCIF,NSO,
m MW = 545.95
cl Z N
o}
\ o /

The reaction was carried out as described in gepeogedureH from 49 (0.100 g, 0.242 mmol) and the 4-
methoxy-benzoyl chloride (0.049 mL, 0.362 mmol)rifieation (petroleum ether/EtOAc 85/15) yieldBd as a
colorless oil (0.124 g, 94 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.17.
IR (ATR diamond, cil) v 1715, 1604, 1410, 1390, 1257, 1170, 1141, 884.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 1.47 (s, 9H, 3 x CH); 3.92 (s, 3H, OCH; 6.73 (d, 1H, H-3J;,= 3.7 Hz); 7.05
(d, 2H, 2 X H,, J = 8.8 Hz); 7.34 - 7.46 (m, 3H, H-6 + 2 ) 7.63 - 7.66 (m, 2H, H-2 + &); 7.77 (d, 2H, 2 x
Har, J = 8.8 Hz); 8.63 (d, 1H, H-Ty6= 8.5 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDGJ) & 28.2 (3 x CH); 55.6 (CH); 82.5 (Cq); 108.7 (C-3); 114.2 (2 x Ght 118.2
(C-6); 123.9 (q, Ck J = 1080 Hz); 125.0 (Cq); 125.2 (C-7); 125.8 ((H127.9 (Cq); 128.3(Cq); 128.6 (Cq);
130.7 (CH,); 131.5 (C-2); 131.6 (CK); 131.9 (2 x CH,); 141.0 (Cq); 148.0 (Cq); 151.1 (Cq); 153.1 (Cq);
163.2 (Cq); 167.8 (Cq).

MS (IS): m/z = 546.5 [MH].

4-[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrro lo[3,2-b]pyridine-1-carbonyl]-benzoic acid methyl

ester (52)
s H N
CF, N Ny
JIORSS l
= C23H15C F3N303
cl N MW = 473.84
° |
o)
\ o) /

The reaction was carried out as described in gepevaedureH from47 (0.150 g, 0.481 mmol) and the methyl
4-chlorocarbonylbenzoate (0.143 g, 0.722 mmol)ifieation (petroleum ether/EtOAc 7/3) yield®@ as a light
green solid (0.166 g, 73 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.30.
Mp: 220 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 3384, 2406, 1712, 1481, 1323, 1283, 1129, 732.

'H NMR (250 MHz, DMSO#s) § 3.92 (s, 3H, OCH); 6.71 (d, 1H, H-3J;,= 3.7 Hz); 6.90 (d, 1H, H-6]s; =
8.8 Hz); 7.53 (d, 1H, H-2},5= 3.7 Hz); 7.58 (d, 1H, i, J = 9.2 Hz); 7.90 (d, 2H, 2 x4 J = 8.4 Hz); 8.11 -
8.15 (M, 3H, 3 x I4); 8.40 - 8.42 (m, 2H, H-7 + &); 9.70 (bs, 1H,NH).

¥C NMR (100.61 MHz, DMSQds) & 52.4 (CH); 108.7 (C-6); 108.9 (C-3); 115.6 (GhHt 119.7 (Cq); 121.6
(CHa); 123.4 (Cq); 124.3 (Cq); 125.4 (C-7); 126.3 (Ci29.3 (4 x CH,); 130.3 (C-2); 131.6 (CK); 132.3
(Cq); 137.1 (Cq); 141.2 (Cq); 146.2 (Cq); 152.7 XA5.4 (Cq); 166.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH¢CIFsN;O5 (MH™): 474.0832 found 474.0821.
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4-[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrro lo[3,2-b]pyridine-1-carbonyl]-benzonitrile (53)

- H T
CF; NN
:©/ m C,,Hy,CIF;N,O
MW= 440.82
cl Z N
(@]
\ CN /

The reaction was carried out as described in gepeogedureH from 47 (0.100 g, 0.321 mmol) and the 4-
cyano-benzoyl chloride (0.080 g, 0.481 mmol). Thedyestimation from théH NMR of the crude product was
67 %. Purification (petroleum ether/EtOAc 7/3) diedl53 as a yellow solid (0.0325 g, 23 %). This yieldliee
to the product degradation during the purification.

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.59.
Mp: 224 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 3384, 2927, 2471, 2316, 1668, 1482, 1393, 13249,1886.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 6.70 (d, 1H, H-3J;,= 3.7 Hz); 6.78 (d, 1H, H-6);; = 9.0 Hz); 6.87 (bs, 1H,
NH); 7.30 (d, 1H, H-2J,5 = 3.7 Hz); 7.42 (d, 1H, i J = 8.5 Hz); 7.73 (dd, 1H, K, J = 8.5 Hz,J’ = 2.5 Hz);
7.85 (bs, 4H, 4 x K); 7.95 (d, 1H, K, J = 2.5 Hz); 8.50 (d, 1H, H-Ty5= 9.0 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 107.8 (C-6); 110.1 (C-3); 115.8 (Cq); 117.6 (©H124.1 (q, CE, J = 1084
Hz); 122.4 (CH,); 123.7 (Cq); 124.6 (Cq); 126.1 (C-7); 128.4 (C128.8 (Cq); 129.4 (C-2); 129.6 (2 x &M
131.9 (CH,); 132.5 (2 x CH); 137.4 (Cq); 139.8 (Cq); 147.4 (Cq); 152.7 (Ckf6.3 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gHsCIF;N,O (MH"): 441.0730 found 441.0747.

(6-Chloro-pyridin-3-yl)-[5-(4-chloro-3-trifluoromet hyl-phenylamino)-pyrrolo[3,2-b]pyridin-1-yl]-
methanone (54)

Ijm

N~

The reaction was carried out as described in gepeoaedureH from 47 (0.100 g, 0.321 mmol) and the 6-
chloro-nicotinoyl chloride (84.7 mg, 0.481 mmoljurRication (petroleum ether/EtOAc 7/3) yieldéd as a
yellow solid (0.114 g, 79 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.36.
Mp: 194 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3344, 1653, 1586, 1487, 1418, 1406, 1173, 1114, 88

'H NMR (250 MHz, DMSO#€) § 6.73 (d, 1H, H-3Js,= 4.0 Hz); 6.91 (d, 1H, H-6ls; = 8.8 Hz); 7.58 (d, 1H,
Har, J = 8.8 Hz); 7.66 (d, 1H, H-Zp5 = 4.0 Hz); 7.76 (d, 1H, ,, J = 8.4 Hz); 8.12 (dd, 1H, {4 J = 8.8 Hz,J
= 2.4 Hz); 8.25 (dd, 1H, ¥}, J = 8.4 Hz,J' = 2.4 Hz); 8.40 (d, 1H, §, J = 2.4 Hz); 8.44 (d, 1H, H-T = 8.8
Hz ); 8.80 (d, 1H, K, J = 2.4 Hz); 9.71 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 108.7 (C-6); 109.0 (C-3); 115.7 (G 119.7 (Cq); 121.6 (CK); 124.1
(Cq, Ck, J = 1084 Hz); 124.3 (CK); 125.4 (C-7); 126.3 (Cq); 126.6 (Cq); 128.8 (Ct§30.6 (C-2); 131.7
(CHa); 140.2 (CH\,); 141.2 (Cq); 146.3 (Cq); 150.0 (Ght 152.8 (Cq); 153.1 (Cq); 165.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GH1,Cl,FsN,O (MH"): 451.0340; found 451.0342.

C,oH;,CLF;N,O
MW =451.24

245



Chapitre 1V : Matériels et méthodes

4-[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrro lo[3,2-b]pyridine-1-carbonyl]- N-ethyl-benzamide
(55)

N
CF, TN C,HysCIFN,O,
A\ MW = 486.88
cl

o )
N\/
o

To a solution of ethylamine 2M in THF (0.35 mL, 986mmol, 3.3 equiv.) in dry Ci€l, (5 mL) at 0 °C, was
added dropwise a solution of trimethylaluminium #Moluene (0.38 mL, 0.760 mmol, 3.6 equiv.). Thiatare
was stirred at 0 °C for 2 h. A solution 62 (0.100 g, 0.211 mmol, 1.0 equiv.) in dry & (5 mL) was
transferred dropwise into the reaction mixture. Téaction was refluxed for 16 h. The reaction waped by
addition of HO (10 mL). The mixture was extracted with &, (3 x 10 mL). The combined organic layers
were dried over MgSgand filtered. The solvents were removed underaedpressure and the crude product
was purified by flash chromatography (petroleunegttOAc (4/6) to affordb5 as a yellow solid (0.019 g, 18
%).

Rf (EtOAC): 0.27.
Mp: 209 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3564, 3323, 2410, 1651, 1588, 1489, 1423, 1112, 72

'H NMR (250 MHz, DMSO€) § 1.15 (t, 3H, CH, J = 7.2 Hz); 3.32 (quint, 2H, CHJ = 7.2 Hz); 6.72 (d, 1H,
H-3, Js»= 3.7 Hz); 6.90 (d, 1H, H-6ls; = 9.0 Hz); 7.55 (d, 1H, H-2},5 = 3.7 Hz); 7.60 (d, 1H, K, J = 8.5
Hz); 7.86 (d, 2H, 2 x i, J = 8.5 Hz); 8,04 (d, 2H, 2 x {4 J = 8.5 Hz); 8.12 (dd, 1H, K, J= 8.8 Hz,J' = 2.5
Hz); 8.40 - 8.42 (m, 2H, H-7 +4); 8.70 (t, 1H, NH,) = 4.8 Hz); 9.71 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) 6 14.6 (CH); 34.1 (CH); 108.6 (C-6); 108.7 (C-3); 115.4 (Git 122.5
(Cq); 121.6 (CH,); 123.5 (Cq); 125.5 (C-7); 127.3 (2 x &M 129.0 (2 x CH,); 130.5 (C-2); 131.7 (CH);
135.2 (Cq); 135.8 (Cq); 137.6 (Cq); 141.3 (Cq); .24€q); 149.2 (Cq); 152.7 (Cq); 164.9 (Cq); 16(C8).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gHsCIFsN,O, (MH™): 487.1149; found 487.1136.

3-[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl- phenylamino) pyrro lo[3,2-b]pyridine-1-carbonyl]-benzonitrile (56)
NS N\ CpH1,CIF,N,0
_ N MW = 440.82

The reaction was carried out as described in gélpeoaedureH from 47 (0.100 g, 0.321 mmol) and the 3-
cyano-benzoyl chloride (0.080 g, 0.481 mmol). Thedyestimation from théH NMR of the crude product was
81 %. Purification (petroleum ether/EtOAc 7/3) diedl56 as a yellow solid (0.030 g, 21 %). This yield isedo
the product degradation during the purification.

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.45.
Mp: 214 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3082, 2234, 1682, 1591, 1487, 1424, 1389, 1126, 4.

'H NMR (250 MHz, DMSO#éq) § 6.72 (d, 1H, H-3Js,= 4.0 Hz); 6.91 (d, 1H, H-68s- = 9.2 Hz); 7.58 (d, 1H,
H-2, J,5 = 4.0 Hz); 7.59 (d, 1H, &, J = 9.2 Hz); 7.81 (dd, 1H, K, J = J’ = 8.0 Hz); 8.08 - 8.16 (m, 3H, 3 X
Ha); 8.26 (dd, 1H, K, J=J' = 1.2 Hz); 7.59 (d, 1H, K, J = 2.8 Hz); 8.43 (d, 1H, H-T ¢ = 9.2 Hz); 9.71 (bs,
1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 108.7 (C-6); 109.0 (C-3); 111.9 (Cq); 115.7 (©H117.9 (Cq); 119.7
(Cq); 121.6 (CH,); 124.1 (q, CE J = 1084 Hz); 125.5 (C-7); 126.3 (Cq); 126.6 (Cp9.9 (CH,); 130.7
(CHa); 131.7 (CH,); 132.6 (CH,); 133.5 (CH,); 134.4 (Cq); 135.4 (CK); 141.3 (Cq); 146.3 (Cq); 152.8
(Cq); 166.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH15CIFsN,O (MHY): 441.0730; found 441.0745.
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2-Chloro-pyridin-4-yl)-[5-(4-chloro-3-trifluorometh yl-phenylamino)-pyrrolo[3,2-b]pyridin-1-yl]-
methanone (57)

CyoH,,CLF;N,O
MW = 451.24

The reaction was carried out as described in gepeogedureH from 47 (0.150 g, 0.481 mmol) and the 2-
chloro-isonicotinoyl chloride (0.127 g, 0.722 mmdPurification (petroleum ether/EtOAc 7/3) yieldgd as a
yellow solid (0.134 g, 62 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.51.
Mp: 167 °C.
IR (ATR diamond, crii) v 2931, 2850, 1688, 1593, 1491, 1423, 1403, 11708,1814.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 6.73 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 6.74 (bs, 1H, NH); 6.78 (d, 1H, H&,; = 8.8
Hz); 7.28 (d, 1H, H-2),3= 4.0 Hz); 7.43 (d, 1H, |, J = 8.8 Hz); 7.51 (dd, 1H, §, J = 5.0 Hz,J' = 1.2 Hz);
7.63 (s, 1H, K,); 7.74 (dd, 1H, k4, J = 8.8 Hz,J’ = 2.5 Hz); 7.96 (d, 1H, K\, J = 2.5 Hz); 8.53 (d, 1H, H-Thy6
= 8.8 Hz ); 8.64 (d, 1H, ¥}, J = 5.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG) & 107.9 (C-6); 110.9 (C-3); 117.6 (GHt 121.0 (CH,); 122.5 (CH,); 123.3
(CHa); 123.8 (Cq); 124.1 (Cq, GFJ = 1084 Hz); 124.5 (Cq); 126.2 (C-7); 128.7 (Cq28P (C-2); 131.9
(CHar); 139.6 (Cq); 143.6 (Cq); 147.5 (Cq); 150.6 (£H152.6 (Cq); 152.9 (Cq); 164.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH,Cl,FsN,O (MH"): 451.0340; found 451.0337.

[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrrolo [3,2-b]pyridin-1-yl]-[4-(5-methyl-pyrazin-2-yloxy)-
phenyl]-methanone (58)

C,6H;,CIF;NO,

3:@( | N\ A\ MW =523.91
Z N
O o’
Lr
o7 N

The reaction was carried out as described in gepevaedureH from 47 (0.150 g, 0.481 mmol) and the 4-(5-
methyl-pyrazin-2-yloxy)-benzoyl chloride (0.179 @,722 mmol). Purification (petroleum ether/EtOA®)7/
yielded58 as a white solid (0.145 g, 58 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 98/2): 0.57.
Mp: 138 °C.
IR (ATR diamond, cif) v 3209, 2351, 1682, 1584, 1485, 1420, 1401, 129881414

'H NMR (250 MHz, CDCJ) & 2.45 (s, 3H, Ch); 6.66 (d, 1H, H-3);,= 3.7 Hz); 6.75 (d, 1H, H-6]s; = 8.8
Hz); 6.79 (bs, 1H, NH); 7.39 - 7.46 (m, 2H, 2 x}17.56 - 7.61 (m, 4H, 4 x k); 7.72 (dd, 1H, k&, J = 8.8 Hz,
J =2.5Hz); 7.94 (d, 1H, i, J = 2.5 Hz); 8.21(s, 1H, K); 8.27 (s, 1H, K); 8.52 (d, 1H, H-7.);. = 8.8 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 21.0 (CH); 107.6 (C-6); 109.2 (C-3); 117.3 (GhHt 124.1 (q, CE, J = 1084
Hz); 122.0 (CH,); 122.2 (CH,); 123.5 (Cq); 124.7 (CK); 125.6 (CH,); 126.1 (CH,); 128.8 (Cq); 130.2 (C-
7); 130.3 (Cq); 131.9 (Ck); 132.4 (CH,); 134.6 (Cq); 138.8 (2 x GH); 140.0 (Cq); 147.3 (Cq); 151.1 (Cq);
152.4 (Cq); 153.2 (Cq); 158.4 (Cq); 167.2 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GgH1sCIFsNsO, (MHY): 524.1101; found 524.1116.
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[5-(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrrolo [3,2-b]pyridin-1-yl]-(3-nitro-phenyl)-methanone (59)

H
CF, NNy N
D/ m CH1CIFSN,O4
cl N MW = 460.80
o)

NO,

The reaction was carried out as described in gepevaedureH from 47 (0.150 g, 0.481 mmol) and the 3-nitro-
benzoyl chloride (0.094 mL, 0.721 mmol). Purificati(petroleum ether/EtOAc 7/3) yield&8 as a white solid
(0.159 g, 72 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.50.
Mp: 164 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3399, 3089, 1687, 1585, 1473, 1318, 1121, 714.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 6.72 (d, 1H, H-3J5,= 4.0 Hz); 6.77 (bs, 1H, NH); 6.79 (d, 1H, H&; = 9.0
Hz); 7.34 (d, 1H, H-2),5= 4.0 Hz); 7.43 (d, 1H, §, J = 8.5 Hz); 7.74 (dd, 1H, K, J = 8.5 Hz,J' = 2.8 Hz);
7.78 (dd, 1H, K, J=J =8.0 Hz); 7.95 (d, 1H, |, J = 2.8 Hz); 8.08 (ddd, 1H,A4J=J =8.0 Hz,J" = 1.7
Hz); 8.48 (ddd, 1H, §,J =J = 8.0 Hz,J” = 1.7 Hz); 8.52 (d, 1H, H-T,¢ = 9.0 Hz); 8.61 (d, 1H, |, J= 1.7
Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 107.8 (C-6); 110.4 (C-3); 117.5 (GHt 121.9 (g, CE J = 960 Hz); 122.4
(CH,); 123.8 (Cq); 124.2 (CK); 124.7 (Cq); 126.2 (CH); 126.7 (C-7); 128.8 (Cq); 129.3 (C-2); 130.1 (OH
131.9 (CH,); 134.7 (CH,); 135.1 (Cq); 139.8 (Cq); 147.4 (Cq); 148.2 (Ckh2.7 (Cq); 165.6 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for HsCIF;N,O; (MH™): 461.0628; found 461.0647.

(4-Chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)-[1-(4-nitro-ben zoyl)-1H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl]-carbamic acid
tert-butyl ester (60)

- % ™
O
T C,6H,CIF;N,O4
|

o)
7
cl N
o

NO

N _

The reaction was carried out as described in gepevaedureH from 49 (0.115 g, 0.278 mmol) and the 3-nitro-
benzoyl chloride (0.054 mL, 0.417 mmol). Purificati(petroleum ether/EtOAc 7/3) yieldé@ as a white solid
(0.128 g, 82 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.47.
Mp: 210 °C.
IR (ATR diamond, cnt) v 2928, 2357, 1723, 1534, 1415, 1168, 728.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 1.48 (s, 9H, 3 x CHJ; 6.78 (d, 1H, H-3J5,= 4.0 Hz); 7.37 (dd, 1H, |, J= 8.8
Hz, J' = 2.8 Hz); 7.44 - 7.46 (m, 2H, 2 X} 7.50 (d, 1H, H-6Js, = 8.8 Hz); 7.61 (d, 1H, §, J = 2.8 Hz);
7.80 (dd, 1H, K, J =J' = 8.0 Hz); 8.09 (ddd, 1H, H J =J’ = 8.0 Hz,J” = 1.6 Hz); 8.52 (d, 1H, ki, J = 8.8
Hz); 8.62 (dd, 1H, i, J=J = 1.6 Hz); 8.70 (d, 1H, H-T,¢ = 8.8 Hz).

C NMR (100.61 MHz, CDG) & 28.1 (3 x CH)); 82.7 (Cq); 110.6 (C-3); 118.6 (C-6); 123.9 (dsC) = 1120
Hz); 124.2 (CH,); 125.4 (C-7); 126.1 (CK); 126.9 (CH,); 127.7 (Cq); 128.4 (Cq); 128.9 (Cq); 130.3 (H
131.0 (2 x CH); 131.6 (CH,); 134.7 (C-2); 134.7 (Cq); 140.8 (Cq); 148.1 (C1¥8.2 (Cq); 151.9 (Cq); 153.0
(Cq); 165.8 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH».CIFsN,Os (MH™Y): 561.1153; found 561.1161.
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[1-(4-Bromo-benzoyl)-H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-yl]-(4-chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)- carbamic acid
tert-butyl ester (61)

~ T ™

DY e
(e}
N Br %

The reaction was carried out as described in gépeogedureH from 49 (0.150 g, 0.362 mmol) and the 4-
bromo-benzoyl chloride (0.119 g, 0.544 mmol). Reaifion (petroleum ether/EtOAc 8/2) yieldéd as a light
brown solid (0.144 g, 67 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.83.
Mp: 163 °C.
IR (ATR diamond, cif) v 2913, 1713, 1695, 1412, 1315, 1299, 833, 751.

H NMR (250 MHz, CDC}) & 1.47 (s, 9H, 3 x CH); 6.74 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 7.36 (dd, 1H, K, J=8.8
Hz,J = 2.8 Hz); 7.43 - 7.45 (m, 2H, H-6 +\h; 7.52 (d, 1H, H-2J),3= 4.0 Hz); 7.61 (d, 1H, K, J = 2.8 Hz);
7.63(d, 2H, 2 x k&, J=8.8 Hz); 7.72 (d, 2H, 2 x4 J = 8.8 HZz); 8.65 (d, 1H, H-T; s = 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 28.1 (3 x CH); 82.6 (Cq); 109.6 (C-3); 118.4 (C-6); 123.9 (dFsCJ = 1120
Hz); 125.3 (C-7); 125.9 (CH); 127.6 (Cq); 127.8 (Cq); 128.4 (Cq); 128.9 (C1B0.8 (2 x CH,); 130.9 (2 x
CHa); 131.6 (C-2); 131.9 (Cq); 132.2 (2 x G} 140.9 (Cq); 148.1 (Cq); 151.5 (Cq); 153.1 (Cf7.4 (Cq).

MS (IS): m/z= 596.0 [MHT.

(6-Chloro-pyridin-3-yl)-(5-methoxy-pyrrolo[3,2- b]pyridin-1-yl)-methanone (62)

N
m C,,H,,CIN,O,
Z~N MW = 287.71
=N
o\ s~a
The reaction was carried out as described in gepsvaedureH from5 (0.250 g, 1.69 mmol) and the 6-chloro-

nicotinoyl chloride (44.6 mg, 2.53 mmol). Purificat (petroleum ether/EtOAc 7/3) yieldé@ as a light brown
solid (0.410 g, 84 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.56.
Mp: 170 °C.
IR (ATR diamond, cif) v 2353, 1675, 1582, 1401, 1290, 1108, 1020, 736.

'H NMR (250 MHz, CDCY) § 4.01 (s, 3H, OCH); 6.74 (d, 1H, H-3Js,= 4.0 Hz); 6.77 (d, 1H, H-6ls; = 9.0
Hz); 7.32 (d, 1H, H-2J,5= 4.0 Hz); 7.53 (d, 1H, K}, J = 8.3 Hz); 8.03 (dd, 1H, #, J = 8.3 Hz,J' = 2.5 Hz);
8.49 (d, 1H, H-7J,5= 9.0 Hz); 8.76 (d, 1H, k, J = 2.5 H2).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) 6 53.6 (CH); 108.3 (C-6); 110.3 (C-3); 124.5 (Ght 125.1 (Cq); 126.7 (C-7);
128.5 (C-2); 139.3 (CK); 142.6 (Cq); 146.3 (Cq); 150.0 (Ght 155.0 (Cq); 162.5 (Cq); 165.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for gH1;CIN;O, (MH™): 288.0540; found 288.0542.

/o
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5-Methoxy-pyrrolo[3,2-b]pyridin-1-yl)-(3-nitro-phenyl)-methanone (63)

\(N;\E\> H

| _ C,:H;;N,O

N 15" '11° Y3™4
NO,  Mw = 207.27
o

The reaction was carried out as described in gepevaedureH from 5 (0.250 g, 1.69 mmol) and the 3-nitro-
benzoyl chloride (0.33 mL, 2.53 mmol). Purificati@metroleum ether/EtOAc 7/3) yield&8 as a white solid
(0.309 g, 62 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.30.
Mp: 164 °C.
IR (ATR diamond, cif) v 3132, 3101, 1682, 1528, 1402, 1349, 1289, 1167, 71

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 4.02 (s, 3H, OCH); 6.74 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 6.77 (d, 1H, H-6ls; = 9.0
Hz); 7.32 (d, 1H, H-2),5= 4.0 Hz); 7.77 (dd, 1H, &, J = J = 8.0 Hz); 8.08 (d, 1H, K, J = 8.0 Hz); 8.46 -
8.51 (m, 2 H, H-7 + l4); 8.59 (s, 1H, k).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) 6 53.6 (CH); 108.2 (C-6); 110.1 (C-3); 125.0 (Cq); 126.6 (QH126.7 (C-7);
128.6 (C-2); 130.0 (CH); 134.7 (CHL); 135.0 (Cq); 146.2 (Cq); 148.0 (Cq); 162.4 (Ckf5.6 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1,N;0, (MH®): 298.0828; found 298.0822.

—0

(3-Amino-phenyl)-[5-(4-chloro-3-trifluoromethyl-phenylamino)-pyrrolo[3,2- blpyridin-1-yl]-methanone

(64)
H
CF, NNy,
| A\
P C,,H,,CIF.N,O
cl N MW = 430.82
o)
NH

2

To a solution 069 (0.100 g, 0.217 mmol) in EtOH (15 mL), was added®t0 % (0.030 g). The mixture was
stirred at r.t. under a 50 psi,Hbressure for 4 h. The mixture was filtered ovetit€eand the solvent was
evaporatedn vaccuo The crude material was purified by flash chrorgedphy (petroleum ether/EtOAc 6/4) to
afford 64 as a light yellow solid (0.074 g, 79 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.20.
Mp: 197 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 3391, 3302, 3211, 3138, 1670, 1577, 1477, 1129, BAO.

'H NMR (250 MHz, DMSO¢e) & 5.51 (bs, 2H, Ni); 6.69 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 6.83 - 6.89 (m, 3H, H-6 +
2 X Hy); 6.92 (dd, 1H, &, J=J = 2.0 Hz); 7.23 (dd, 1H, K, J = J' = 8.0 Hz); 7.59 (d, 1H, ki, J = 8.8 Hz);
7.61 (d, 1H, H-2), 3= 4.0 Hz); 8.12 (dd, 1H, &, J = 8.8 Hz,J’' = 2.8 Hz); 8.36 (d, 1H, H-T, s = 8.8 Hz ); 8.41
(d, 1H, Hy, J = 2.8 Hz); 9.68 (bs, 1H, NH).

3C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 108.0 (C-3); 108.5 (C-6); 113.6 (GH 115.6 (CH,); 116.0 (CH,);
117.3 (CH,); 119.0 (Cq); 121.5 (CK); 123.4 (g, CE J = 960 Hz); 125.3 (C-7); 126.3 (Cq); 126.6 (Cif9.1
(CHa,); 130.5 (C-2); 131.7 (CK); 133.6 (Cq); 141.3 (Cq); 146.0 (Cq); 149.0 (CkH2.5 (Cq); 168.3 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for gHsCIFsN,O (MH"): 431.0886; found 431.0888.
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[1-(4-Amino-benzoyl)-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-yl]-(4-chloro-3-trifluoromethyl-phenyl)- carbamic acid
tert-butyl ester (65)

OYK
CFs NS A\ C,eH,,CIFsN,O,
| P MW = 530.94
cl N
o NH,

To a solution 060 (0.100 g, 0.217 mmol) in EtOH (15 mL), was addeddH0 % (0.030 g). The mixture was
stirred at r.t. under a 50 psi;Hpressure for 4 h. The mixture was filtered ovelit€eand the solvent was
evaporatedn vaccuo The crude material was purified by flash chrorgedphy (petroleum ether/EtOAc 5/5) to
afford 65 as a white solid (0.076 g, 81 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 5/5): 0.47.
Mp: 140 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3352, 2624, 1697, 1409, 1319, 1157, 744.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) & 1.47 (s, 9H, 3 x CkJ; 3.94 (bs, 2H, Nb); 6.68 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 6.89
(dd, 1H, Hy,J = 8.0 Hz,J’ = 2.0 Hz); 7.0 (dd, 1H, K, J=J = 2.0 Hz); 7.04 (d, 1H, K, J =8.0 Hz); 7.28 (dd,
1H, Hy, J=J' = 8.0 Hz); 7.35 (ddd, 1H, i J =J = 8.8 Hz,J” = 2.8 Hz); 7.41 (d, 1H, H-6ls, = 8.8 Hz);
7.42 (d, 1H, H,, J = 8.8 Hz); 7.62 - 7.63 (M, 2H, H-2 +aBt 8.65 (d, 1H, H-7J, = 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 28.1 (3 x CH); 82.5 (Cq); 108.8 (C-3); 115.0 (GH 118.1 (C-6); 118.7
(CHa); 118.9 (CH,); 123.9 (q, Ck J = 1120 Hz); 125.3 (C-7); 125.8 (&M 127.8 (Cq); 128.3 (Cq); 128.6
(Cq); 129.6 (CH); 130.7 (CH,); 131.5 (C-2); 131.6 (CK); 134.0 (Cq); 140.9 (Cq); 147.0 (Cq); 148.1 (Cq);
151.1 (Cq); 153.1 (Cq); 168.6 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GH,3CIFsN,O5 (MHY): 531.1411; found 531.1405.

(3-Amino-phenyl)-(5-methoxy-pyrrolo [3,2b]pyridin-1-yl)-methanone (66)

—O0

TN
Z N NH CisHi3N;0,

D
2 MW =267.29
o)

To a solution 063 (0.250 g, 0.841 mmol) in EtOH (15 mL), was added®t0 % (0.075 g). The mixture was
stirred at r.t. under 50 psi,Horessure for 7 h. The mixture was filtered ovelit€eand the solvent was
evaporatedn vaccuo The crude material was purified by flash chrorgedphy (petroleum ether/EtOAc 6/4) to
afford 66 as a white solid (0.188 g, 83 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.23.
Mp: 132 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 3415, 3321, 3215, 1674, 1585, 1474, 1397, 13683,1242.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) & 3.95 (bs, 2H, Nk); 4.00 (s, 3H, OCH: 6.64 (d, 1H, H-3J;,= 4.0 Hz); 6.72 (d,
1H, H-6,Js7 = 8.8 Hz); 6.87 (dd, 1H, K, J = 8.0 Hz,J’ = 1.6 Hz); 6.98 (s, 1H, k); 7.03 (d, 1H, H,, J = 8.0
Hz); 7.26 (dd, 1H, i, J =J’ = 8.0 Hz); 7.47 (d, 1H, H-Zp5= 4.0 Hz); 8.47 (d, 1H, H-Ty ¢ = 8.8 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) 5 53.4 (CH); 107.5 (C-6); 108.4 (C-3); 115.0 (Ght 118.4 (CH,); 118.9
(CHa); 125.0 (Cq); 126.6 (C-7); 129.4 (C-2); 129.8 (£H134.4 (Cq); 146.1 (Cq); 146.8 (Cq); 162.0 (Cq);
168.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1.N-0, (MH™): 268.1086; found 268.1090.
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(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-(6-chloro-pyridin-3-yl)-methanone (67)

- N._ _Cl N
_—0__N ~
N |
W
% N C,oH1,CIN;O,S
0=3=0 MW = 427.87

The reaction was carried out as described in gemeozedureB using 6-chloro-nicotinoyl chloride as the
electrophile (0.244 g, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Reation by flash chromatography (petroleum eth&d/&c 7/3)
yielded67 as a yellow solid (94 mg, 32 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.37.
Mp: 138 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 2341, 1660, 1356, 1268, 723.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 3.96 (s, 3H, OCH); 6.88 (d, 1H, H-6Js- = 10.0 Hz); 7.04 (s, 1H, H-3); 7.47 -
7.55 (m, 3H, 3 x i4); 7.63 (dd, 1H, K, J=J' = 7.5 Hz); 7.97 (d, 2H, 2 x4 J = 7.5 Hz); 8.21 (dd, 1H, k& J
=10 Hz,J’ = 2.5 Hz); 8.33 (d, 1H, H-T7 = 10.0 Hz); 8.91 (d, 1H, k& J = 2.5 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 53.7 (CH); 111.5 (C-6); 117.6 (C-3); 124.4 (Gt 125.9 (C-7); 127.4 (2 x
CHa); 127.8 (Cq); 129.2 (2 x CH); 131.8 (Cq); 134.4 (CK); 137.5 (Cq); 138.0 (Cq); 139.3 (Gt 143.3
(Cq); 151.3 (CH,); 156.0 (Cq); 162.8 (Cq); 184.4 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH15CIN3O,S (MH"): 428.0472; found 428.0474.

4-[(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-i-pyrrolo[3,2- b]pyridin-2-yl)-hydroxy-methyl]-benzonitrile (68)

CO N H
TN
/
N
1 ©H CooHiNs0,S
0=5=0 MW = 419.46

The reaction was carried out as described in gépsvaedureB using 4-cyano-benzaldehyde as the electrophile
(0.182 g, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Purification lbgsh chromatography (petroleum ether/EtOAc 6/4)dgié 68
as a light brown solid (0.232 g, 80 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.25.
Mp: 162 °C.
IR (ATR diamond, cnf) v 3506, 2228, 1590, 1364, 1150, 1028, 817, 724.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.89 (s, 3H, OCH); 4.76 (bs, 1H, OH); 6.24 (s, 1H, H-3); 6.42 (#,CH,J =
4.3 Hz); 6.71 (d, 1H, H-6ls 7= 9.0 Hz); 7.41 - 7.51 (m, 4H, 4 x:}); 7.57 — 7.64 (m, 3H, 3 x ); 7.72 (d, 2H,
2 X Har, J = 7.5 Hz); 8.25 (d, 1H, H-Ty= 9.0 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDGJ)) § 53.5 (CH); 68.4 (CHOH);.108.8 (C-6); 111.7 (Cq); 112.8 (5-B18.5 (Cq);
125.3 (C-7); 126.1 (2 x Ck); 126.4 (Cq); 127.6 (2 x CH); 129.5 (2 x CH); 132.1 (2 x CH,); 132.2 (Cq);
134.3 (CH,); 138.1 (Cq); 143.8 (Cq); 144.8 (Cq); 162.3 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1gN30,S (MH"): 420.1018; found 420.1015.
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(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-i-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-(6-bromo-pyridin-3-yl)-methanol (69)
—

CyoHiBIN,O,S
MW = 474.34

N S

The reaction was carried out as described in gépesaedureB using 6-bromo-pyridine-3-carbaldehyde as the
electrophile (0.258 g, 1.39 mmol, 2.0 equiv.). Reation by flash chromatography (petroleum eth&d/&c 6/4)
yielded69 as a orange oil (0.164 g, 50 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 5/5): 0.39.
IR (ATR diamond, cnf) v 3519, 2357, 1586, 1405, 1372, 1164, 1088, 820, 756

'H NMR (250 MHz, CDCJ) 5 3.88 (s, 3H, OCH); 3.99 (d, 1H, OHJ = 5.0 Hz); 6.34 (s, 1H, H-3); 6.37 (d, 1H,
CH, J = 5.0 Hz); 6.69 (d, 1H, H-6ls; = 10.0 Hz); 7.40 - 7.44 (m, 3H, 3 X}t 7.56 (dd, 2H, 2 x |, I =J' =
7.5 Hz); 7.67 (d, 2H, 2 x K, J = 7.5 Hz); 8.23 (d, 1H, H-T7 = 10.0 Hz); 8.31 (d, 1H, k& J = 2.5 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 53.6 (CH); 66.7 (CHOH);.108.9 (C-6); 112.9 (C-3); 125.4 {E-126.1 (2 x
CH,,); 126.6 (Cq); 127.8 (CH); 129.6 (2 x CH,); 134.4 (CH,); 135.4 (Cq); 137.2 (CK); 138.2 (Cq); 141.7
(Cq); 143.8 (Cq); 144.6 (Cq); 149.0 (&M 162.4 (Cq).

HRMS (TOF ES+): calculated forfgH,/,BrN;0,S (MH"): 474.0123; found 474.0138.

(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-(4-bromo-phenyl)-methanone (70)

- Br O
_—0 N
TN
| (:21H15BrlN204S
= N o MW = 471.33
0=S=0

N /

The reaction was carried out as described in gépevaedurd from a solution ofL3 (0.150 g, 0.323 mmol) in
10 mL of dry THF.The solvents were removed undduced pressure to affoitD as brown solid without flash
chromatography purification (0.182 g, quantitative)

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.62.
Mp: 170 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 2453, 1664, 1580, 1354, 1264, 1172, 945, 748, 726.

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 3.95 (s, 3H, OCH); 6.85 (d, 1H, H-6Js7 = 9.0 Hz); 6.95 (s, 1H, H-3); 7.51 (dd,
2H, 2 X Hy, J=J = 7.2 Hz); 7.61 (dd, 1H, |, J=J' = 7.2 Hz); 7.64 (d, 2H, 2 x /| J = 8.5 Hz); 7.83 (d, 2H,
2 X Ha, J = 8.5 Hz); 8.0 (d, 2H, 2 x K, J = 7.2 Hz); 8.31 (d, 1H, H-Ty5= 9.0 Hz).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 53.6 (CH); 110.8 (C-6); 116.5 (C-3); 125.7 (C-7); 127.3 JCtR7.4 (2 x
CHa); 129.1 (2 x CH,); 129.1(Cq); 131.4 (2 x CH); 131.9 (2 x CH,); 134.2 (CH,); 135.9 (Cq); 137.8 (Cq);
138.6 (Cq); 143.3 (Cq); 162.6 (Cq); 186.1 (Cq).

MS (IS): m/z = 473.0 [MH].
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4-(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbonyl)-benzonitrile (71)

- CN N
o) N
TN
| CoHisN30,S
= N 0 MW = 417.45
0=S=0

. _/

The reaction was carried out as described in gépevaedurd from a solution 068 (0.380 g, 0.906 mmol) in
15 mL of dry THF. Purification by flash chromatoghy (petroleum ether/EtOAc 7/3) yieldéd as a light
brown oil (0.265 mg, 70 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.25.
IR (ATR diamond, crif) v 3064, 2941, 2231, 1665, 1234, 1168, 725.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 3.96 (s, 3H, OCH); 6.88 (d, 1H, H-6J7 = 9.2 Hz); 7.01 (s, 1H, H-3); 7.52 (dd,
2H,2 X Hy,J=J =7.6 Hz); 7.62 (dd, 1H, ;4 J=J = 7.6 Hz); 7.80 (d, 2H, 2 x A4 J = 8.4 Hz); 7.96 (d, 2H,
2 X Hy, J=7.6 HZz); 8.04 (d, 2H, 2 x A4 J = 8.4 Hz); 8.32 (d, 1H, H-T7 6= 9.2 H2).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) 6 53.8 (CH); 111.4 (C-6); 116.8 (Cq); 117.5 (C-3); 117.9 (Ct@5.9 (C-7);
127.4 (2 x CH,); 127.7 (Cq); 129.2 (2 x Ch; 130.2 (2 x CH); 132.4 (2 x CH,); 134.4 (CH,); 137.5 (Cq);
138.2 (Cq); 140.4 (Cq); 143.3 (Cq); 162.8 (Cq); .T8&q).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1gN30,S (MH"): 418.0862; found 418.0877.

(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridn-2-yl)-(6-bromo-pyridin-3-yl)-methanone (72)

CyoH1BIN,O,S
MW = 472.32

_

The reaction was carried out as described in gepevaedurd from a solution 069 (0.616 g, 1.43 mmol) in
30 mL of dry THF. The solvents were removed unéeiuced pressure to affor@ as light brown solid without
flash chromatography purification (0.606 g, 90 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.66.
Mp: 145 °C.
IR (ATR diamond, cit) v 2410, 1660, 1574, 1356, 1087, 723.

IH NMR (250 MHz, CDC}) & 3.92 (s, 3H, OCH); 6.85 (d, 1H, H-6Js 7 = 10.0 Hz); 7.01 (s, 1H, H-3); 7.48 (dd,
2H, 2 X Hy, J=J' = 7.5 Hz); 7.59 (dd, 1H, K, J = J’ = 7.5 Hz); 7.62 (d, 1H, i, J = 10.0 Hz); 7.94 (d, 2H, 2 x
Ha, J = 7.5 Hz); 8.06 (dd, 1H, K, J = 10 Hz,J’ = 2.5 Hz); 8.29 (d, 1H, H-Ty ¢ = 10.0 Hz); 8.84 (d, 1H, & J

= 2.5 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) 6 53.6 (CH); 111.4 (C-6); 117.7 (C-3); 125.8 (C-7); 127.3x(ZHy,); 127.7
(Cq); 128.2 (CH,); 129.1 (2 x CH,); 132.0 (Cq); 134.3 (CKl); 137.4 (Cq); 137.9 (Cq); 138.8 (Ght 143.2
(Ca); 147.2 (Cq); 151.4 (C4); 162.7 (Cq); 184.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GHs *BrN;0,S (MHY): 471.9967; found 471.9972.
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1-Benzenesulfonyl-2-(4-bromo-benzoyl)-1,4-dihydroiprolo[3,2-b]pyridin-5-one (73)

T H N
o=-N B
B r
Ay CyoHisBIN,0,S
O MW = 457.31
0=S=0
N -

The reaction was carried out as described in gépsvaedureD from a solution o0 (0.100 g, 0.212 mmol, 1.0
equiv.) in 3 mL of CHCN. The mixture was refluxed for 2.5 h. Purificatidby flash chromatography
(CH,CI,/MeOH 98/2) yielded3 as a yellow solid (0.080 g, 82 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 98/2): 0.16.
Mp: 262 °C.
IR (ATR diamond, ci) v 1666, 1651, 1170, 746.

'"H NMR (250 MHz, CDC}) 6 6.62 (d, 1H, H-6Js 7 = 9.6 Hz); 6.67 (s, 1H, H-3); 7.57 (dd, 2H, 2 x H = J’ =
7.6 Hz); 7.64 - 7.67 (m, 3H, 3 xH); 7.78 (d, 2H, 2 x i, J = 8.0 Hz); 8.05 (d, 2H, 2 x44, J = 7.6 Hz); 8.29 (d,
1H, H-7,J; 6= 9.0 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDCL) & 108.9 (C-3); 118.8 (C-6); 122.2 (Cq); 127.7 (2 WxJ; 129.4 (2 X CH,);
129.4 (Cq); 130.1 (C-7); 131.4 (2 x GH 132.1 (2 x CH); 133.0 (Cq); 134.7 (CK); 135.6 (Cq); 137.6 (Cq);
137.8 (Cq); 162.6 (Cq); 185.2 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for @H14"°BrN,O,S (MH") 456.9858 found 456.9871.

1-Benzenesulfonyl-2-(6-bromo-pyridine-3-carbonyl)- 4-dihydro-pyrrolo[3,2- b]pyridin-5-one (74)

\

C,H,,BrN;O,S
MW = 458.29

/

The reaction was carried out as described in gépsvaedureD from a solution o2 (0.100 g, 0.212 mmol, 1.0
equiv.) in 3 mL of CHCN. The mixture was refluxed for 3.5 h. Purificatidby flash chromatography
(CH.CI,/MeOH 98/2) yielded4 as a light brown solid (0.087 g, 90 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 98/2): 0.13.
Mp: 256 °C.
IR (ATR diamond, ci) v 2453, 1650, 1573, 1169, 757.

'H NMR (250 MHz, DMSO#€) & 6.56 (d, 1H, H-6Js7 = 9.6 Hz); 6.94 (s, 1H, H-3); 7.68 (dd, 2H, 2 x H =
J =7.6Hz); 7.74 (d, 1H, K, J = 8.4 Hz); 7.79 (dd, 1H, K, J=J’ = 7.6 Hz); 7.98 (d, 2H, 2 x 44 J = 7.6 Hz);
8.21 (d, 1H, H-7,),6= 9.6 Hz); 8.29 (dd, 1H, i, J = 8.4 Hz,J’ = 2.4 Hz); 8.87 (d, 1H, K, J = 2.4 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 112.7 (C-3); 118.1 (C-6); 122.2 (Cq); 124.7 (QH127.1 (2 x CH, +
Cq); 128.3 (C-7); 129.7 (2 x GJ; 131.8 (Cq); 135.1 (CK); 136.2 (Cq); 136.6 (Cq); 140.2 (Ght 150.9
(CHa,); 154.6 (Cq); 161.5 (Cq); 183.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for @H15"°BrN;0,S (MH"): 457.9810; found 457.9822.
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N-[4-(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbonyl)-phenyl]-acetamide (75)

- H T
~o_n. !
o T
Z~N O
| (0]
0=S=0

C23H19N3OSS
MW = 449.49

" -

The reaction was carried out as described in gepsvaedure- using a mixture o¥0 (0.630 g, 1.34 mmol, 1.0
equiv.), acetamide (94.7 mg, 1.60 mmol, 1.2 equigdsium carbonate (0.653 g, 2.01 mmol, 1.5 equiv.)
xantphos (35 mg, 0.0602 mmol, 0.045 equiv.) angdPa (36.7 mg, 0.0401 mmol, 0.03 equiv.). Dioxane (15
mL) was used as solvent instead of toluene. Thaumgxwas refluxed for 2.5 h. The residue was paolifby
flash chromatography (GBl./MeOH 95/5) to afford’5 as a yellow solid (0.548 g, 91 %).

Rf (EtOAC): 0.55.
Mp: 114 °C.
IR (ATR diamond, crif) v 3160, 1664, 1591, 1523, 1171, 682.

'H NMR (250 MHz, CDC}) 5 2.16 (s, 3H, Ch); 3.94 (s, 3H, OCH); 6.83 (d, 1H, H-6J5; = 9.0 Hz); 6.92 (s,
1H, H-3); 7.48 (dd, 2H, 2 x |4, J = J’' = 7.6 Hz); 7.58 (dd, 1H, ki, J=J' = 7.6 Hz); 7.64 (d, 2H, 2 x 4 J =
8.8 Hz); 7.88 (d, 2H, 2 x k4, J = 8.8 Hz); 8.0 (d, 2H, 2 x &, J = 7.6 Hz); 8.29 (d, 1H, H-T¢ = 9.0 Hz); 8.41
(bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, CDG))  24.6 (CH); 53.6 (CH); 110.4 (C-6); 116.0 (C-3); 118.8 (2 x GM 125.6
(C-7); 127.1 (Cq); 127.3 (2 x GH; 129.1 (2 x CH,); 130.7 (Cq); 131.4 (2 x C); 132.2 (Cq); 134.3 (CK);
137.8 (Cq); 139.1 (Cq); 143.4 (Cq); 162.5 (Cq); .26Zq); 185.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH,oNsOsS (MH"): 450.1124; found 450.1115.

N-[4-(1-Benzenesulfonyl-5-oxo-4,5-dihydro-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbonyl)-phenyl]-acetamide (76)

- H N
H N
o A (
| A\
X N
) o)
0=S=0
C22H17N3OSS
MW = 435.46
N %

The reaction was carried out as described in gepsvaedureD from a solution of75 (0.548 g, 1.22 mmol, 1.0
equiv.) in 20 mL of CHCN. The mixture was refluxed for 2.5 h. Purificatitty flash chromatography
(CH.CI,/MeOH 9/1) yielded’6 as a yellow solid (0.460 g, 86 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.30.
Mp: 176 °C.
IR (ATR diamond, ci) v 3095, 1647, 1594, 1534, 1329, 1173, 726.

H NMR (250 MHz, DMSOdg) § 2.11 (s, 3H, Ch); 6.50 (d, 1H, H-6Js7 = 9.5 Hz); 6.70 (s, 1H, H-3); 7.70
(dd, 2H, 2 x H,,J=J =7.5 Hz); 7.79 - 7.85 (m, 3H, 3 xaH; 7.87 (d, 2H, 2 x i, J = 8.7 HZz); 8.01 (d, 2H, 2 X
Ha, J = 7.5 Hz); 8.18 (d, 1H, H-T; 6= 9.5 Hz); 10.41 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) 8 24.1 (CH); 101.6 (C-6); 109.7 (C-3); 118.2 (2 x G} 123.3 (Cq); 127.1
(2 x CHy); 127.5 (C-7); 128.2 (Cq); 129.7 (2 x &M 130.9 (Cq); 131.1 (2 x CH); 135.0 (CH,); 136.9 (Cq);
137.4 (Cq); 144.5 (Cq); 161.5 (Cq); 169.0 (Cq); .BLQ).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1gN30sS (MH"): 436.0967; found 436.0974.
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Trifluoro-methanesulfonic acid 2-(4-acetylamino-beroyl)-1-benzenesulfonyl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-
yl ester (77)

o) H
CF—$—0_N N
3 -
s [ T
N
I O
0=s=0 CyaHioFaN;0,S,

MW = 567.52

To a solution of76 (0.100 g, 0.230 mmol, 1.0 equiv.) in pyridine (5 mat 0°C, was added dropwise
triffluoromethanesulfonic anhydride (0.045 mL, 0.2WBnol, 1.2 equiv.). First, the mixture was stirfed 10
minutes at 0 °C then 12 h at room temperature. gymgline was removed under reduce pressure. Thaecru
product was taken up in EtOAc (5 mL), then washeiin2s with HCI 10 % (3 mL). The product was exteatc

3 times with EtOAc (5 mL). The combined organicdesywere dried over MgS@nd filtered. The solvent was
removed under reduced pressure. The crude prodast purified by flash chromatography (petroleum
ether/EtOAc 4/6) to affor@7 as a orange oil (0.135 g, 98 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 98/2): 0.53.
IR (ATR diamond, cif) v 3277, 3101, 1662, 1590, 1522, 1209, 1137, 945, 724

'H NMR (250 MHz, CDCJ) § 2.21 (s, 3H, Ch); 6.97 (s, 1H, H-3); 7.24 (d, 1H, H-8; = 8.8 Hz); 7.57 (dd,
2H, 2 X Hy, J=J = 7.6 Hz); 7.66 - 7.71 (m, 3H, 3 xaf; 7.92 (d, 2H, 2 x l4, J = 8.8 Hz); 8.11 (d, 2H, 2 x
Har, J = 7.6 Hz); 8.35 (bs, 1H, NH); 8.58 (d, 1H, H37 = 8.8 Hz).

¥C NMR (100.61 MHz, CDG)) § 24.6 (CH); 112.1 (C-6); 113.3 (C-3); 118.6 (q, £B = 1280 Hz); 118.9 (2 x
CHy,); 126.7 (C-7); 127.7 (2 x C); 129.4 (2 x CH,); 130.1 (Cq); 131.5 (Cq); 131.6 (2 x GH 134.9 (CH,);
137.6 (Cq); 141.7 (Cq); 143.9 (Cq); 144.4 (Cq); .85Zq); 169.1 (Cq); 185.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GH17FsN;0;S, (MH™): 568.0460; found 568.0479.

N-[4-(1-Benzenesulfonyl-5-pyridin-3-yl-H-pyrrolo[3,2- b]pyridine-2-carbonyl)-phenyl]-acetamide (78)

% H N
2 ‘ N\\<
(@)
NN N
™
R
0=370 Cy7HN,O,S
© MW = 496.55

The reaction was carried out as described in gepevaedureE using77(0.123 g, 0.217 mmol, 1.0 equiv.) in a
mixture of toluene (5 mL) and EtOH (3 mL) treatedhwthe 3-pyridineboronic acid (42.2 mg, 0.325 mniob
equiv.), KCO; 1M (0.650 mL, 0.650 mmol, 3.0 equiv.) and Pd(BP{0.01 equiv., 0.00217 mmol, 2.50 mg).
The mixture was refluxed for 2 h. The residue wasfigd by flash chromatography (GEl,/MeOH 95/5) to
afford 78 as a brown oil (86.0 mg, 80 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.42.
IR (ATR diamond, cr) v 3273, 3105, 2921, 2852, 1659, 1590, 1524, 12607,1484.

'H NMR (250 MHz, CDC}) & 2.20 (s, 3H, Ch); 7.10 (s, 1H, H-3); 7.43 (dd, 1Hpfd J = 7.6 Hz,J’ = 4.8 Hz);
7.55 (dd, 2H, 2 x I, J=J' =7.6 Hz); 7.64 (dd, 1H, K, J=J’ = 7.6 Hz); 7.69 (d, 2H, 2 x {4 J = 8.8 Hz); 7.83
(d, 1H, H-6,Js7 = 8.8 Hz); 7.97 (d, 2H, 2 x {4 J = 8.8 Hz); 7.99 (bs, 1H, NH), 8.11 (d, 2H, 2 %} = 8.8
Hz); 8.36 (dd, 1H, K, J = 7.6 Hz,J' = 1.6 Hz); 8.52 (d, 1H, H-T;¢= 8.8 Hz); 8.66 (dd, 1H, #, J = 4.8 Hz,
J = 1.6 Hz); 9.23 (dd, 1H, #, J = J’=1.6 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) § 24.7 (CH); 115.4 (C-3); 118.2 (C-6); 118.8 (2 x @M 123.3 (C-7); 123.7
(CHa); 127.6 (2 x CHy); 129.3 (2 x CH,); 130.3 (Cq); 131.7 (2 x CH); 132.1 (Cq); 134.5 (CH); 134.6
(CHa); 134.7 (Cq); 137.9 (Cq); 140.8 (Cq); 143.5 (Ct¥6.9 (Cq); 148.3 (CK); 149.8 (CH,); 152.6 (Cq);
168.7 (Cq); 185.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for §H».N,O,S (MH"): 497.1284; found 497.1303.
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N-[4-(5-Pyridin-3-yl-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbonyl)-phenyl]-acetamide (79)

N 5:0
o’ | N\
S N\ H C,1H16N,O,
| N MW = 356.39

\
-2

o

The reaction was carried out as described in gépesaedureG from a solution 078 (0.080 g, 0.161 mmol) in
dry THF (3 mL). Purification (CKCl/MeOH 9/1) yielded’9 as a yellow solid (0.042 g, 74 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.30.
Mp: 257 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3264, 2978, 1630, 1519, 1261, 1172, 776.

'H NMR (250 MHz, DMSOd,) 8 2.12 (s, 3H, Ch); 7.34 (d, 1H, H-3J;,= 2.4 Hz); 7.52 (dd, 1H, §, J = 8.0
Hz,J' = 4.8 Hz); 7.83 (d, 2H, 2 X #4 J = 8.8 Hz); 8.0 - 8.04 (M, 4H, 4 x}; 8.47 (dd, 1H, k,, J = 8.0 Hz,
J=2.0 Hz); 8.61 (dd, 1H, §,, J = 4.8 Hz,J' = 2.0 Hz); 9.31 (dd, 1H, §, J = I'=2.0 Hz); 10.36 (bs, 1H, NH);
12.26 (bs, 1H, NH).

¥C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) § 24.1 (CH); 110.4 (C-3); 117.7 (C-6); 118.2 (2 x M 124.3 (C-7);
123.7 (CH,); 130.3 (Cq); 130.6 (2 x Gi); 131.5 (Cq); 133.8 (CK); 134.8 (Cq); 136.9 (Cq); 143.5 (Cq);
144.6 (Cq); 147.7 (CH); 149.1 (CH,); 149.1 (Cq); 168.9 (Cq); 185.1 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for ¢H.;N,O, (MH™"): 357.1352; found 357.1364.

(5-Methoxy-1H-pyrrolo[3,2- b]pyridin-2-yl)-phenyl-methanone (80)

—0 N C15"'12'\1202
MW = 252.28

/

\
I—=__
(@)

The reaction was carried out as described in geépesaedureG from a solution ofi1 (0.100 g, 0.255 mmol) in
dry THF (5 mL). Purification (petroleum ether/EtOAL) yielded80 as a light brown solid (0.059 g, 92 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.66.
Mp: 184 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3288, 3056, 2999, 2958, 2931, 1612, 1516, 12575,1221, 728.

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 4.0 (s, 3H, OCH); 6.82 (d, 1H, H-6Js7 = 8.8 Hz); 7.22 (d, 1H, H-3,= 1.2 Hz);
7.53 (dd, 2H, 2 x I, J=J’ =8.0 Hz); 7.63 (dd, 1H, ki, J = J’ = 8.0 Hz); 7.73 (d, 1H, H-T¢ = 8.8 Hz); 8.02
(d, 2H, 2 X H,, J=8.0 Hz); 9.56 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, CDG)) & 53.4 (CH); 111.5 (C-3); 111.8 (C-6); 123.3 (C-7); 127.4 JCtR8.5 (2 x
CHa); 129.3 (2 x CH); 132.6 (CH,); 134.8 (Cq); 137.6 (Cq); 141.4 (Cq); 161.0 (Ci86.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1-N,O.Na (MNa): 275.0796; found 275.0796.
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4-[Hydroxy-(5-methoxy-1H-pyrrolo[3, 2-b]pyridin-2-yl)-methyl]-benzonitrile (81)

CN
—O._N

TN
| P C16H15N30,
’}l OH MW = 279.30

T

To a solution 068 (0.110 g, 0.262 mmol, 1.0 equiv.) in MeOH (5mL),snadded an aqueous solution of sodium
hydroxyde 2M (0.210 mL, 0.419 mmol, 1.6 equiv.)eTixture was refluxed for 3 h. The mixture wasledo

to room temperature and MeOH was removed undercestpressure. The crude product was taken up@ H
(3 mL) and extracted with EtOAc (3 x 5 mL). The duned organic layers were dried over MgS(Dd filtered.
The solvents were removed under reduced pressutethenresidue was purified by flash chromatography
(petroleum ether/EtOAc 5/5) to affo8d as a colorless oil (0.070 g, 95 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.36.
IR (ATR diamond, cri) v 3230, 2223, 1581, 1405, 1284, 1209, 1028, 802.

'H NMR (250 MHz, DMSO€k) & 3.82 (s, 3H, OCH); 5.97 (d, 1H, CHJ = 4.3 Hz); 6.22 (s, 1H, H-3); 6.42 (d,
1H, OH,J = 4.3 Hz); 6.49 (d, 1H, H-6ls; = 8.8 Hz); 7.60 (d, 1H, H-T ¢ = 8.8 Hz): 7.66 (d, 2H, 2 x k4 J =
8.0 Hz); 7.80 (d, 2H, 2 x &4, J = 8.0 Hz);.11.14 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, DMSQdy) & 52.5 (CH); 68.6 (CHOH); 98.6 (C-3); 104.1 (C-6); 109.7 (C418.8
(Cq); 122.0 (C-7); 124.6 (Cq); 127.1 (2 x §H 132.1 (2 x CH,); 142.1 (Cq); 143.8 (Cq); 149.2 (Cq); 158.8
(Ca).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GH1.Ns0, (MH™): 280.1086; found 280.1096.

4-(5-Methoxy-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbonyl)-benzonitrile (82)

CN
—0 N

TN CieH1 N0,
_ N MW = 277.28
|

O

I

The reaction was carried out as described in gepesaedureG from 71 (0.050 g, 0.120 mmol) in dry THF (3
mL). Purification (petroleum ether/EtOAc 7/3) yieltiB2 as a yellow solid (0.059 g, 92 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 6/4): 0.69.
Mp: 220 °C.
IR (ATR diamond, cif) v 3301, 2945, 2231, 1741, 1622, 1520, 1266, 814, 750.

'H NMR (250 MHz, DMSOd) & 3.88 (s, 3H, OCH); 6.85 (d, 1H, H-6Js; = 8.8 Hz); 6.22 (s, 1H, H-3); 7.83
(d, 1H, H-7,J; 6= 8.8 Hz); 8.04 (d, 2H, 2 x &4 J = 8.4 Hz); 8.08 (d, 2H, 2 x 44 J = 8.4 Hz);.12.22 (bs, 1H,
NH).

%C NMR (100.61 MHz, DMSQds) § 52.9 (CH); 110.8 (C-3); 111.4 (C-6); 114.4 (Cq); 118.2 (Ct@4.4 (C-
7); 128.3 (Cq); 129.6 (2 x GiJ; 132.6 (2 x CH); 134.1 (Cq); 140.3 (Cq); 141.2 (Cq); 160.1 (CkH4.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1,N;0, (MH®): 278.0930; found 278.0928.
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(6-Bromo-pyridin-3-yl)-(5-methoxy-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-methanone (83)

/N Br
o)
- |N\ A | Cy4H1BN,O,
P MW = 332.16
I O

I

The reaction was carried out as described in geépesaedureG from a solution o072 (0.100 g, 0.212 mmol) in
dry THF (5 mL). Purification (CECl/MeOH 98/2) yielded3 as a yellow solid (0.051 g, 72 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.34.
Mp: 264 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 3252, 3105, 3011, 2946, 1619, 1516, 1279, 1085, 809

'H NMR (250 MHz, DMSO#s) 5 3.89 (s, 3H, OCH); 6.86 (d, 1H, H-6Js7 = 8.8 Hz); 7.17 (d, 1H, H-31= 1.6
Hz); 7.84 (d, 1H, H-7J,¢ = 8.8 Hz); 7.87 (d, 1H, K, J = 8.4 Hz); 8.25 (dd, 1H, K, J = 8.4 Hz,J’ = 2.5 Hz);
8.89 (d, 1H, H,, J = 2.5 Hz); 12.23 (bs, 1H, NH).

¥3C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) § 52.9 (CH); 110.7 (C-3); 111.4 (C-6); 124.4 (C-7); 128.1 (H128.3
(Cq); 132.8 (Cq); 134.2 (Cq); 139.6 (&h 140.3 (Cq); 144.8 (Cq); 150.3 (GhHt 160.1 (Cq); 183.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GHq,"*BrN;O, (MH™): 332.0035; found 332.0045.

N-[4-(5-Methoxy-1H-pyrrolo[3,2-b]pyridine-2-carbonyl)-phenyl]-acetamide (84)
Y=o
N
H

| TN Cy7H15N;0;5
— N MW = 309.33
|

(6]

T

The reaction was carried out as described in gépesaedureG from a solution 075 (0.100 g, 0.222 mmol) in
dry THF (5 mL). Purification (petroleum ether/EtOAL) yieldedd4 as a yellow solid (0.060 g, 84 %).

Rf (EtOAC): 0.45.
Mp: 262 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 3710, 3308, 1670, 1597, 1524, 1262, 1174, 775.

'H NMR (250 MHz, DMSO€) & 2.11 (s, 3H, Ch); 3.88 (s, 3H, OCH); 6.80 (d, 1H, H-6Js; = 8.8 Hz); 7.08
(d, 1H, H-3,J = 1.2 Hz); 7.80 (d, 2H, K, J = 8.4 Hz); 7.81 (d, 1H, H-Ty¢= 8.8 Hz); 7.97 (d, 2H, 2 x k4 J =
8.4 Hz); 10.32 (bs, 1H, NH); 12.03 (bs, 1H, NH).

3C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 24.1 (CH); 52.9 (CH); 109.2 (C-3); 110.4 (C-6); 118.2 (2 x G 124.1
(C-7); 127.4 (Cq); 130.4 (2 x GH; 131.8 (Cq); 134.9 (Cq); 140.5 (Cq); 143.3 (C1H9.9 (Cq); 168.9 (Cq);
184.7 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for ¢H1gN3O3 (MH®): 310.1192; found 310.1211.
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2-(6-Bromo-pyridine-3-carbonyl)-1,4-dihydro-pyrrolo[3,2-b]pyridin-5-one (85)

Br

C,5HgBrN,O,

A\ MW = 318.13
N
|

I

To a solution 074 (0.050 g, 0.109 mmol) in dry THF (3 mL), was ad@esblution of TBAF 1M (1.1 mL, 1.09
mmol). The reaction was stopped by the additiohlg (10 mL). As the crude product is not soluble iatey
neither THF, the mixture was filtered. The crudeduct was washed with & to afford85 as a yellow solid
(0.024 g, 69 %).

Rf (CH.Cl,/MeOH 9/1): 0.43.
Mp: > 264 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3281, 2925, 2790, 1669, 1612, 1583, 1449, 1105, B2

'H NMR (250 MHz, DMSO#s) 5 6.36 (d, 1H, H-6J57 = 9.6 Hz); 6.45 (s, 1H, H-3); 7.64 (d, 1H, H¥s= 9.6
Hz); 7.72 (d, 1H, K, J = 8.4 Hz); 8.25 (dd, 1H, #, J = 8.4 Hz,’ = 2.0 Hz); 8.82 (d, 1H, K}, J = 2.0 Hz);
11.55 (bs, 1H, NH); 12.35 (bs, 1H, NH).

13C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 102.5 (C-3); 120.6 (C-6); 123.3 (Cq); 124.4 (QH128.2 (C-7); 130.5
(Cq); 132.9 (Cq); 139.7 (CH); 149.7 (CH,); 153.1 (Cq); 161.7 (Cq); 182.1 (Cq); 206.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated for GHs *BrN;O, (MH*): 317.9873; found 317.9885.

N-[4-(5-Oxo0-4,5-dihydro-1H-pyrrolo[3,2- b]pyridine-2-carbonyl)-phenyl]-acetamide (86)

~ I
NH
H
N B ncAvaHiggggsso
“ .
N E ) _

To a solution 076 (0.100 g, 0.230 mmol) in dry THF (5 mL), was ad@esblution of TBAF 1M (2.3 mL, 2.30
mmol). The reaction was stopped by the additiorg (15 mL). As the crude product is not soluble iatey
neither THF, the mixture was filtered. The crudeduct was washed with & to afford86 as a yellow solid
(47.5 mg, 70 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 9/1): 0.
Mp: > 264 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3101, 2978, 2360, 2325, 2161, 1644, 1594, 14378,12632, 821, 763.

'H NMR (250 MHz, DMSO#) § 2.10 (s, 3H, Ch); 6.36 (d, 1H, H-6Js-= 9.5 Hz); 6.54 (s, 1H, H-3); 7.70 (d,
1H, H-7,3;6= 9.5 Hz); 7.75 (d, 2H, 2 x & J = 8.5 Hz); 7.85 (d, 2H, 2 x i J = 8.5 Hz); 10.37 (bs, 1H, NH);
11.62 (bs, 1H, NH); 12.18 (bs, 1H, NH).

¥C NMR (100.61 MHz, DMSQdg) & 24.3 (CH); 102.0 (C-3); 118.6 (2 x CH); 119.5 (C-6); 122.6 (Cq); 128.8
(C-7); 130.3 (2 x CHg); 130.6 (Cq); 132.3 (Cq); 133.0 (Cq); 143.2 (CiH2.3 (Cq); 169.5 (Cq); 184.2 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for GH1.NsO3 (MH™): 296.1035; found 296.1047.
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(1-Benzenesulfonyl-5-pyridin-3-yl-H-pyrrolo[3,2-b]pyridin-2-yl)-(4-bromo-phenyl)-methanol (87)

o ™

AN N Br
A N
| C,sHq1gBIN,0.S
O=S:O MW = 520.41

\© _

The reaction was carried out as described in gépeogedureC from 27 (0.150 g, 0.447 mmol, 1.0 equiv.)
using the 4-bromo-benzaldehyde as the electroghile65 g, 0.894 mmol, 2.0 equiv.). Purification tgsh
chromatography (C}Cl,/MeOH 98/2) yielded7 as a yellow solid (180 mg, 77 %).

Rf (CH,Cl,/MeOH 98/2): 0.11.
Mp: 198 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 3244, 3089, 1583, 1407, 1370, 1161, 1051, 723, 685.

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 4.14 (bs, 1H, OH); 6.42 (s, 1H, CH); 6.63 (s, H43); 7.27 (d, 2H, 2 x ¢, J =
8.4 Hz); 7.38 (dd, 1H, K, J = 8.0 Hz,J' = 4.8 Hz); 7.42 (dd, 2H, 2 x4 J=J’ = 7.6 Hz); 7.46 (d, 2H, 2 Xt
J=8.4 Hz); 7.57 (dd, 1H, K, J = J' = 7.6 Hz); 7.67 (d, 1H, H-6ls; = 8.8 Hz); 7.70 (d, 2H, 2 x4 J = 7.6
Hz); 8.30 (dd, 1H, K, J = 8.0 Hz,J' = 2.0 Hz); 8.45 (d, 1H, H-T ¢ = 8.8 Hz); 8.59 (dd, 1H, #, J = 4.8 Hz,
J = 2.0 Hz); 9.12 (dd, 1H, #, J =J'= 2.0 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDGJ)) 5 68.7 (CH,); 112.8 (C-3); 116.9 (C-6); 122.3 (Cq); 122.8 (C423.6 (CH,);
126.4 (2 x CH,); 128.9 (2 x CH,); 129.5 (2 x CH); 130.4 (Cq); 131.6 (2 x CH); 134.3 (CH,); 134.5 (CH,);
134.8 (Cq); 138.2 (Cq); 139.3 (Cq); 147.4 (Cq); .D4Cq); 148.2 (Cl); 149.6 (CH,); 152.0 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated for &H1o °BrN;05S (MH"): 520.0330; found 520.0342.

3-lodo-5-methoxy-H- pyrrolo[3 2-b]pyridine (88)

CgH,IN,O
MW = 274.06

Procedure *°To a solution 05 (0.250 g, 1.69 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (10 migder argon atmosphere,
was added\-iodosuccinimide (0.455 g, 1.86 mmol, 1.1 equijter 1 hour stirring at r.t., the mixture was
poured into a saturated solution of 8#s (10 mL). The crude product was extracted with E¢G2 x 10 mL).
The combined organic layers were dried over Mga@d filtered. The solvent was evaporated undenaed
pressure. Purification (petroleum ether/EtOAc 9it)ded88 as a brown solid (0.354 g, 77 %).

Procedure 2°® To a solution o6 (0.250 g, 1.69 mmol, 1.0 equiv.) in DMF (2 mL), wadded KOH (0.360 g,
6.41 mmol, 3.8 equiv.). The reaction mixture wased for 10 minutes at r.t. and then a solutioniaxfine
(0.429 g, 1.69 mmol, 1 equiv.) in DMF (2 mL) wagdad. After 1 hour stirring at r.t., the mixture wasured
into a saturated solution of p&Os (10 mL). The crude product was extracted with E¢QA x 10 mL). The
organic layers were washed with an aqueous soluffoNH,OH 10 % (2 x 20 mL). The combined organic
layers were dried over MgS@nd filtered. The solvent was evaporated undaraed pressure to affo&B as a
brown solid (0.363 g, 78 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.26.
Mp: 124 °C.
IR (ATR diamond, cn) v 3115, 1574, 1405, 1289, 988, 790.

'H NMR (250 MHz, CDCY) 5 4.05 (s, 3H, OCH); 6.65 (d, 1H, H-6Js7 = 8.8 Hz); 7.38 (d, 1H, H-2,5= 2.7
Hz); 7.54 (d, 1H, H-7J;6 = 8.8 Hz); 8.62 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 53.5 (CH); 58.5 (Cq); 106.8 (C-6); 122.3 (C-7); 124.0 (C}0.3 (C-2);
142.6 (Cq); 160.9 (Cq).

HRMS (TOF ES+): m/z calculatedgBgIN,O (MH"): 274.9681; found 274.9681.

\/
I—Z/
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1-Benzenesulfonyl-3-iodo-5-methoxyH-pyrrolo[3,2-b]pyridine (89)

~ | R

—O0 N\
| A\ CaHpIN,0,S
o MW = 414.22

\
0=S=0

N _

A solution of88 (2.0 g, 7.30 mmol) in dry C}€l, (40 mL) was cooled to 0 °C under an atmospheragdn.
Sodium hydroxyde (1.17 g, 29.2 mmol, 4.0 equiv.jl &@nzyltriethylammonium chloride (0.0831 g, 0.365
mmol, 0.05 equiv.) were added successively. Theaurexwas stirred at 0 °C for 10 min, followed b thlow
addition of benzenesulfonyl chloride (0.920 mL,98mmol, 1.5 equiv.). After 15 min stirring at O tiien 16 h

at r.t., the mixture was poured into® (40 mL) and extracted with GBI, (3 x 40 mL). The combined organic
layers were dried over MgS@nd filtered. The solvent was removed under redipeessure. The crude product
was purified by flash chromatography (petroleuregttOAc 9/1) to afford9 as a light brown solid (2.74 g,
91 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.53.
Mp: 162 °C.
IR (ATR diamond, cril) v 1397, 1365, 1177, 1138, 725.

'H NMR (250 MHz, CDC}) § 4.00 (s, 3H, OCH); 6.74 (d, 1H, H-6Js 7= 8.8 Hz,); 7.45 (dd, 2H, 2 x4 J=J’
= 7.5 Hz); 7.56 (dd, 1H, K, J =J' = 7.5 Hz); 7.80 (s, 1H, H-2); 7.85 (d, 2H, 2 xH) = 7.5 Hz); 8.13 (d, 1H,
H-7,J,5= 8.8 Hz).

%C NMR (100.61 MHz, CDG) & 53.7 (CH); 69.2 (Cqg); 109.1 (C-6); 123.3 (Cq); 124.2 (C-IR6.7 (2 x
CHa); 129.5 (2 x CH,); 131.3 (C-2); 134.2 (CK); 137.7 (Cq); 145.4 (Cq); 162.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated GH1,IN,O5S (MH"): 414.9613; found 414.9632.

2,3-Diiodo-5-methoxy-H-pyrrolo[3,2-b]pyridine (90)

|
—O0 N\
N\ | CHlN,0
Ay MW = 399.96
H

To a solution o6 (0.250 g, 1.69 mmol, 1.0 equiv.) in dry THF (10 mir)der argon atmosphere, was adied
iodosuccinimide (1.45 g, 5.91 mmol, 3.5 equiv.)tedfs h stirring at r.t., the mixture was pouretbia saturated
solution of NaS,0s (10 mL). The crude product was extracted with E¢A x 20 mL). The combined organic
layers were dried over MgS@nd filtered. The solvent was evaporated undeunaed pressure. Purification
(petroleum ether/EtOAc 9/1) yield& as a brown solid (0.466 g, 69 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 8/2): 0.37.
Mp: 210 °C.
IR (ATR diamond, cri) v 3324, 1385, 1271, 1021, 807.

'H NMR (250 MHz, DMSO¢) & 3.89 (s, 3H, OCH); 6.53 (d, 1H, H-6)s7 = 8.8 Hz); 7.63 (d, 1H, H-Ty ¢ =
8.8 Hz); 12.22 (bs, 1H, NH).

%C NMR (100.61 MHz, DMSQd,) & 52.7 (CH); 72.3 (Cq); 93.1 (Cq); 105.7 (C-6); 122.1 (C-I27.7 (Cq);
143.0 (Cq); 159.7 (Cq).

HRMS (TOF ES+):m/zcalculated gH/1,N,O (MH"): 400.8648; found 400.8649.
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(1-Benzenesulfonyl-5-methoxy-Hi-pyrrolo[3,2-b]pyridin-3-yl)-(4-bromo-phenyl)-methanol (91)

- HO Br N

—O0

| MW = 473.35

N
N
= C,,H;;BrN,O,S
0=S=0

N _

To a solution of 89 (0.100 g, 0.241 mmol, 1.0 eqyiin dry THF (5 mL) under an argon atmosphere at - 78
°C, was added a solution ofBuLi 1.6 M in hexane (0.181 mL, 0.289 mmol, 1.2uirg). The iodine-lithium
exchange reaction was performed at - 78 °C for utes followed by the addition of a solution of rbimo-
benzaldehyde (89.2 mg, 0.482 mmol, 2.0 equiv.)rinTHF (1 mL). The mixture was stirred at - 78 °@ &t
least 3 h before being warmed to room temperatuernight. The reaction was quenched with a satdrate
solution of NHCI (5 mL) and extracted with EtOAc (3 x 10 mL). Tbembined organic layers were dried over
MgSQ, and filtered. The solvent was removed under rediygressure. The crude product was purified by flash
chromatography (petroleum ether/EtOAc 7/3) to affat as a yellow solid (0.058 g, 51 %).

Rf (petroleum ether/EtOAc 7/3): 0.38.
Mp: 140 °C.
IR (ATR diamond, cil) v 3530, 1584, 1401, 1166, 722.

'H NMR (250 MHz, CDCY) & 3.91 (s, 3H, OCH); 4.45 (bs, 1H, OH); 6.05 (s, 1H, CH); 6.72 (d,, HH6, Js - =
8.8 Hz,); 7.24 (s, 1H, H-2); 7.35 (d, 2H, 2 x,H) =8.4 Hz); 7.45 (dd, 2H, 2 x4 J= ' =7.5 Hz); 7.49 (d, 2H,
2 X Hy, J = 8.4 Hz); 7.57 (dd, 1H, K, J=J’ = 7.5 Hz); 7.79 (d, 2H, 2 x {4 J =7.5 Hz); 8.13 (d, 1H, H-T¢
= 8.8 Hz).

3¢ NMR (100.61 MHz, CDG))  53.6 (CH); 69.6 (CHy); 108.5 (C-6); 121.7 (Cq); 124.4 (Cq); 124.6 (C-7)
124.7 (C-2); 125.4 (Cq); 126.6 (2 X G 128.3 (2 x CH,); 129.4 (2 x CH,); 131.5 (2 x CH,); 134.2 (CH,);
137.8 (Cq); 141.0 (Cq); 143.9 (Cq); 161.5 (Cq).

HRMS (TOF ES+)m/zcalculated GH:g *BrN,0,S (MH"): 494.9990; found 494.0009.
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[I/ Mise au point des tests d’activité enzymatiquele la voie Raf/MEK/ERK

[I-1 Les enzymes et les réactifs

Most of the human enzymes were purchased from tps(Millipore), i.e.
constitutively active Raf-1 (306-end, mutated Y38dYD, specific activity 81414 U/mg),
full-length active MEK-1 (specific activity 3272 bhg), inactive MEK-1, full-length active
ERK-2 (specific activity 1410 U/mg) and inactive ER. Myelin Basic Protein (MBP) used
as an ERK-2 substrate was also purchased from tépsta

The y->*P ATP used for the PFBA method was purchased framersham or from
Perkin Elmer and incorporated radioactivity was suead using a Victor 14120 multilabel
Wallac counter. To perform the TR-FRET tests, thade Ultrd" from Perkin Elmer and the
Lanthascreelt' method from Invitrogen were used. Consequently,the Lance Ultrd"
assays, the ERK-2 substrate Ulight-MBP peptide (@RP), the Europium-labeled antibody
anti-phosphorylated MBP [pTH¥| (TRF0201), the Raf-1 substrate Ulight-Histone H3
peptide (TRF0125), the Europium-labeled antibodij-pinosphorylated Histone H3 [pTir
(TRFO0211), the MEK-1 substrate Ulight-p70S6K peptiifRF0126) and the Europium-
labeled antibody anti-phosphorylated p70S6K [Th(TRF0214) were supplied by Perkin
Elmer. Concerning the Lanthascr&8rssays, inactive fluorescein-labeled MEK-1 (PV4812
and Terbium-labeled antibody anti-phosphorylatedkME[pSer 217/221] (PV4817), needed
for the direct Raf-1 assay were purchased fromtiogen as GFP-ATF2 (PV4445), as well as
the Terbium-labeled antibody anti-phosphorylated=2TpThr 71] (PV4451) needed for the
direct ERK, the double cascade MEK/ERK and thddrgascade Raf/MEK/ERK assays. All
TR-FRET assays were performed in low-volume whigd-@&ell plates from Corning and
time-resolved fluorescence was measured usingta i@dader Victor V from Perkin Elmer.

Staurosporine, GW5074, ZM336372, U0126, MEK infubiti, PD98059, FR180204
were purchased from Calbiochem while Sorafenib prasided by COMPISTO Company.
Human PEBP/RKIP was prepared as previously desffitend was lyophilized; for each
method, it was dissolved in the appropriate kifagéer (1mg/mL).

I1-2 Les tests avec la méthode PFBA

Five different tests were developed : 1) Raf-1 yassas performed with active Raf-1
and inactive MEK-1, 2) MEK-1 assay, using active KAE and inactive ERK-2, 3) ERK-2
assay with active ERK-2 and MBP, 4) MEK/ERK doulsiescade performed with active
MEK-1, inactive ERK-2 and MBP and 5) Raf/MEK/ERHKple cascade using active Raf-1,
inactive MEK-1, inactive ERK-2 and MBP.

The kinases were diluted to a suitable concentratidghe PFBA reaction buffer 1X: 50
mM Tris/HCI pH 7.5, 0.1 mM EGTA, 0.1 mM N¥O,4, 0.1 % mercaptoethanol, 0.01 % Brij-
35. The ATP solution was prepared from a concesdratock solution composed of 1 mM
ATP, 500 mM MOPS pH 7.2, 50 mM MgCP?P ATP was added at a final concentration of
0.05 to 0.5 pCi by assay.

The assays were performed in a final volume of R5nul.5 mL microtubes. First, 5
pL of PFBA reaction buffer 5X containing 250 mM F/HCI pH 7.5, 0.5 mM EGTA, 0.5
mM NaVO,, 0.5 % mercaptoethanol, 0.05 % Brij-35 was addeelaich microtube. Then the
active enzyme and inactive enzymes were incubattdclvemical inhibitor or PEBP/RKIP at
optimal concentrations and the MBP at Km conceioinat The reaction was started by
adding ATP. To test compound inhibition, 0.5 pL a@dmpound was used at a final
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concentration of 2 % DMSO. The positive control was with 2 % DMSO and the negative
control was run in the absence of the active kindse measure the inhibitory effect of
PEBP/RKIP, a mother solution (1 mg/mL (50 puM)) warepared with a PFBA reaction
buffer. It was then diluted to final concentratiasf9.64 to 25 uM by the addition of 12.5 pL
of the reaction buffer. The positive control was mwith 12.5 pL of reaction buffer instead of
the PEBP/RKIP solution and the negative control masin absence of the active kinase.

The kinase reaction was terminated by the addaidnh L of 50 % phosphoric acid in
each tube and 15 pL of the terminated reaction tveassferred to a phosphocellulose filter
(P81 Whatmail), which has the ability to absorb proteins or wkys. Each filter was washed
twice for 5 minutes with 5 mL of 75 mM phosphoriticato wash away unreactge’P ATP
and once for 2 minutes with 2 mL methanol to remivaees of phosphoric acid. The washes
were performed in 15 mL conical tubes using a rdleaker. The filter was introduced in a
scintillation vial and the filter-bound radioactiyiwas quantified using a Victor 14120
multilabel Wallac counter without the addition afrgtillation cocktail.

I1-3 Les tests avec la méthode Lance Ultrd' (Perkin Elmer)

Five different tests were developed, as descrilederfor PFBA method. The assays
were performed in a final volume of 10 pL in lowlwme white 384-well plates. The kinases
were diluted at the suitable concentration in tla@de reaction buffer: 50 mM Tris/HCI pH
7.5, 1 mM EGTA, 10 mM MgG| 2 mM DTT, 0.01 % Brij-35. The ATP solution was
prepared from a concentrated stock solution contpo$el mM ATP, 500 mM MOPS pH
7.2, 50 mM MgCL. All the Europium-labeled antibodies were dilutedthe TR-FRET
detection buffer 1X (CR97-100, Perkin Elmer).

Optimal concentrations of the active enzyme andithetive enzymes (intermediate
substrates) were incubated with a chemical inhibito PEBP/RKIP for 20 min at room
temperature. The enzyme reaction was initiateddayng final Ulight-substrate and ATP at
Km concentrations and was run at room temperaflodest compound inhibition, 0.5 pL of
the compound was used at a final concentration %f BMSO. The positive control was run
with 5 % DMSO and the negative control was runbeemce of the active kinase. To measure
the inhibitory effect of PEBP/RKIP, the protein wsadubilised in the Lance reaction buffer to
final concentrations of 0.64 to 25 uM when 5 pLREBP/RKIP solution was added. The
positive control was run with 5 pL of Lance reaotiouffer instead of PEBP/RKIP and the
negative control was run in absence of the activade.

A preparation of 10 pL, containing 5 pL of 40 mM E® and 5 pL of 8 nM
Europium-labeled antibody directed against the phosylated Ulight-substrate, was added
to terminate the kinase reaction. The final conegioins of EDTA and antibodies in the
assays were 20 mM and 4 nM, respectively. The phats allowed to incubate at room
temperature for 20 minutes. The fluorescence sigaalthen measured using a Perkin Elmer
Victor V™ plate reader using an excitation wavelength of @#0and emission wavelengths
of 615 nm and 665 nm.
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PFBA assay Enzyme | Substrate 1| Substrate 2 | Substrate 3 ATP p ATP Incubation | Reaction Time,
Final conc.| Final conc.| Final conc. Final conc. | Final conc.* | Final conc.| Time, temp. temp.
Volume Volume Volume Volume Volume**
Direct Raf-1 Raf-1 MEK-1 0.25 uM 0.5 uCi 20 min, RT 20 min, 30 °C
18.7 nM 0.25 uM 13.5 ul, 6.5 pl
3 ul 3 ul
Direct MEK-1 MEK-1 ERK-2 0.47 nM 0.05 uCi 20 min, RT 10 min, 30 °C
0.25 uM 1.2 pM 9.5 ul, 2.5 l
5 ul 5ul
Direct ERK-2 ERK-2 MBP 0.8 nM 0.1 pCi 20 min, RT 10 min, 30 °C
0.25 uM 38 UM 9.5 ul, 2.5 l
5 ul 5 pl
MEK/ERK MEK-1 ERK-2 MBP 19.5nM 0.1 pCi 20 min, RT 20 min, 30 °C
Double cascade 7.55 nM 50 nM 28.2 uM 10 pl, 2.5 pl
5 ul 2.4 ul 2.6 pl
Raf/MEK/ERK Raf-1 MEK-1 ERK-2 MBP 0.33 uM 0.5 pCi 20 min, RT 20 min, 30 °C
Triple cascade 1.4 nM 7.55 nM 50 nM 28.2 uM 10 pl, 3 pl
2 pul 2.5 ul 2.1 ul 2.9 ul

Each assay was performed in a final volume of 29 a¢ kinases were diluted at the suitable conagatr in the PFBA reaction buffer (50 mM
Tris/HCIl pH 7.5, 1 mM EGTA, 10 mM Mg@g|2 mM DTT, 0.01 % Brij-35). The ATP solution wasepared from a stock solution composed of
1 mM ATP, 500 mM MOPS pH 7.2, 50 mM MgClnhibitory compounds were dissolved in DMSO afBP/RKIP in PFBA reaction buffer.
Conc. = concentration; temp. = temperature; RToardemperature

* The final ATP concentration includé® ATP.
** The first volume was used for chemical inhibgpthe second volume (underlined) was used for PERHP.

Tableau 40 : Conditions expérimentales pour lestsagalisés avec la méthode PFBA

267



Chapitre IV : MATERIELS ET METHODES

Lance Ultra™ Enzyme Substrate 1 Substrate 2| Substrate 3 ATP Incubation Reaction
assay Final conc. Final conc. Final conc. | Final conc. | Final conc. | Time, temp. | Time, temp.
Volume* Volume* Volume* Volume* Volume*
Direct Raf-1 Raf-1 Ulight-Histone H3 17 uM 20 min, RT 60 min, RT
20 nM 0.119 pM 2 ul, nd
5 ul, nd 2.5 ul, nd
Direct MEK-1 MEK-1 Ulight- p70S6K 24.7 uM 20 min, RT 30 min, RT
100 nM 0.334 uMm 2 ul, nd
5 pl, nd 2.5ul, nd
Direct ERK-2 ERK-2 Ulight-MBP 354 nM 20 min, RT 30 min, RT
187 nM 100 nM 2ul, 1l
5ul, 2yl 25ul, 2 |4
MEK/ERK MEK-1 ERK-2 Ulight-MBP 55 uM 20 min, RT 60 min, RT
Double cascade| 2.56 nM 187 nM 100 nM 1,1yl
5 ul, 2ul 2 ul, 1 pl 1.5 ul, 1 pl
Raf/MEK/ERK Raf-1 MEK-1 ERK-2 Ulight-MBP 5uM 20 min, RT 50 min, RT
Triple cascade 0.615 nM 2.56 nM 187 nM 100 nM 0.5 ul, 2 pl
4 ul,1ul 2 pl, 1 pl 2 pl, 1 pl 1pl1pl

Each assay was performed in a final volume of 10rhé kinases were diluted at the suitable conagatr in the Lance Ultrd' reaction buffer:
50 mM Tris/HCI pH 7.5, 1 mM EGTA, 10 mM Mg&l2 mM DTT, 0.01 % Brij-35. The ATP solution wasepared from a stock solution
composed of 1 mM ATP, 500 mM MOPS pH 7.2, 50 mM Mghibitory compounds were dissolved in DMSO ar€BP/RKIP in Lance

reaction buffer.

Conc. = concentration; RT = room temperature.
* The first volume was used for chemical inhibitarsd the second volume (underlined) was used f&HPEKIP.
Nd; not determined because the assay was notisersitough to measure the inhibitory effect of PEBEAP.

Tableau 41 : Conditions expérimentales pour lestsesalisés avec la méthode Lance Uftfa
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-4 Les tests avec la méthode Lanthascreél (Invitrogen)

Four different assays were developed: Raf-1, ERKIEZK/ERK double cascade and
Raf/MEK/ERK triple cascade. Lanthascr@8rMEK-1 kinase assay was not tested because
the fluorescein-ERK2 or GFP-ERK2 needed as the MEstibstrate was not commercially
available.

Lanthascreelf! kinase assays were performed in a final volumd®fuL in low-
volume white 384-well plates. All the kinases wdileted at the suitable concentration in the
Lanthascreelt' reaction buffer: 50 mM HEPES pH 7.5, 1 mM EGTA,m® MgCl, 2 mM
DTT, 0.01 % Brij-35. The ATP solution was prepaifiedm a concentrated stock solution
composed of 1 mM ATP, 500 mM MOPS pH 7.2, 50 mM Njg@ll the Terbium-labeled
antibodies were diluted in the TR-FRET detectioffdnl PV3574, Invitrogen).

Active enzyme and inactive enzymes (intermediatébssates) at optimal
concentrations were incubated with a chemical imdvitor PEBP/RKIP for 20 min at room
temperature. The enzyme reaction was started bin@ddiTP and the final fluorescent
substrate labeled with fluorescein or GFP at Kmceatrations, followed by the kinase
reaction run at room temperature. To test companimd@ition, 0.5 pL of compound was used
at a final concentration of 5 % DMSO; the positoantrol was run with 5 % DMSO and the
negative control was run in the absence of thevad¢tinase. To measure the inhibitory effect
of PEBP/RKIP, the protein was diluted in the Lasttraen reaction buffer to final
concentrations of 0.64 to 25 uM when adding 5 plithef PEBP/RKIP solution; the positive
control was run with 5 pL of Lanthascreen reachaoiffer instead of protein solution and the
negative control was run in absence of the activade.

All kinase reactions were stopped by adding 10 f1& solution containing 5 pL of 40
mM EDTA and 5 pL of 8 nM Terbium-labeled antibode plate was allowed to incubate at
room temperature for at least 20 minutes. The ésoence detection was performed with a
Perkin Elmer Victor VM plate reader using an excitation wavelength of @#0and emission
wavelengths of 445 nm and 520 nm.
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Lanthascreen™ Enzyme Substrate 1 Substrate 2| Substrate 3 ATP Incubation Reaction
assay Final conc. Final conc. Final conc. | Final conc. | Final conc.| Time, temp. | Time, temp.
Volume* Volume* Volume* Volume* Volume*
Direct Raf-1 Raf-1 Fluorescein-MEK-1 0.075 uM 20 min, RT 45 min, RT
3.8 nM 0.04 uM 2 ul, 1 pl
5ul,2ul 2.5 ul, 2 pl
Direct ERK-2 ERK-2 GFP-ATF2 421 nM 20 min, RT 50 min, RT
50 nM 40 nM 2pl, 1yl
5ul,2ul 2.5 ul, 2 pl
MEK/ERK MEK-1 ERK-2 GFP-ATF2 4.4 uyM 20 min, RT 80 min, RT
Double cascade 1.13nM 50 nM 40 nM 11yl
5ul,2ul 2 pl, 1 pl 15pulb 1@
Raf/MEK/ERK Raf-1 MEK-1 ERK-2 GFP-ATF2 27 uM 20 min, RT 80 min, RT
Triple cascade 0.2nM 1.13nM 50 nM 40 nM 0.5 ul, 2 pl
4ul, 1y 2 ul, 1 pl 2ulb1y lul, 1 ul

Each assay was performed in a final volume of 10Thé kinases were diluted at the suitable conagatr in the Lanthascre

reaction

buffer: 50 mM HEPES pH 7.5, 1 mM EGTA, 10 mM Mg mM DTT, 0.01 % Brij-35. The ATP solution waepared from a stock solution
composed of 1 mM ATP, 500 mM MOPS pH 7.2, 50 mM NMg@nhibitory compounds were dissolved in DMSO ar@BP/RKIP in
Lanthascreelt' reaction buffer.
Conc. = concentration; RT = room temperature.
* The first volume was used for chemical inhibitaifee second volume (underlined) was used for PREHY.

Tableau 42 : Conditions expérimentales pour lestsesalisés avec la méthode Lanthascr&n
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[I-5 Analyse des données expérimentales

All the experimentsj.e. titration of enzymes and substrates, ATP, timers®uof
kinase reactions, inhibition curves, were perfornredriplicate. All data were plotted and
analyzed using Kaleidagraph Software. For each, Wadl percent of inhibition was calculated
using the following equations (1) for the TR-FRESBays and (1’) for the radioactive assay.
% inhibition = 100 — (((EmRatio- Hi00) X 100) / (1 - H100) (2)
in which Em. Ratio is the ratio of Ulight/Europium (665 nm/615 nm) emission signal
intensities for the Lance UItF4 assay or theatio Fluorescein or GFP/Terbium (520 nm/495
nm) for the Lanthascre&f assay.

% inhibition = 100 — (((cpm pc-) x 100) / ic+ - uc-)) (1)

in which cpm is the counts per minute signal ingnmeasured in the radioactive assay
PFBA,; uc- is the average of the negative control (100 Bthition); uc+ is the average of the
positive control (0 % inhibition).

To obtain the IG curves, the data were fitted using an hyberbolicaéign (2) or a
sigmoidal equation (3) according the type of intals:

Y =100*x / (b + x); b = 1G (2)
Y = (100*x)° / (C° + X°); b = Hill number ; ¢ = 16 (3)

Z' factors were calculated according to the equation (4) wheris the standard
deviation and p is the mean of the positive (c+}her negative (c-) contrdfs The negative
controls (c-) were calculated in the presence piM2 of Sorafenib, corresponding to 100 %
inhibition, whereas the positive controls (c+) weedculated in the absence of the inhibitor
Sorafenib, corresponding to 0 % inhibition.

Z'=1-[(3oc+ + 30¢.) / (uc+ -pc-)] 4)

The Z'-factor is an attempt to quantify the suitipiof a particular assay for use in a
full-scale, high-throughput screen. A Z’' factor ween 0.5 and 1 indicates a high signal
difference between positive and negative contrbist tis favourable for suitable assay
reproducibility.

[ll/ Synthése des peptides issus de Raf-1
[1I-1 Méthodes générales

Resins, the Rink linker and amino acids were pwetiafrom Novabiochem and
others reagents were purchased from Sigma Aldriehosphoamino acids: Fmoc-
Tyr(PO(OBzl)OH)-OH and Fmoc-Ser(PO(OBzl)OH)-OH  werepurchased from
Novabiochem. Mass spectra were measured on a MAIQH- autoflex Brucker
spectrometer. Analytical and semi-preparative maghase HPLC separations were
performed using Nucleosyl(Merck) C-18, (250 x 4.6 mm) and C-8 (250 x 10.5)m
columns with a flow rate of 1 and 3 ml/min respeely. Purification under basic conditions
were performed on a C8 (250 x 10.5 mm) pH-stablenoo (Vydac, Cat. 228TP1010).
Products were eluted using a linear gradient aridctkxl with a diode array detector. The
peptide bonds were monitored by UV at 214 nm a®siges and tryptophanes were
monitored at 275 nm. DMF used for amide couplingaswurchased from Applied
Biosystems (certificated without residual amines).
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Procedure A: Coupling reaction between the NBHPEGA resin and the Fmoc-Rink-OH
linker

The amino-methyl PEGA resin (3.3 g, 0.4 mmol/g, 0.1 mmol) was loadedo if
polypropylene syringe fitted with a polypropylenst,fthen was swollen with several
solvents: 1) methanol, 2) dichloromethane, 3) dichihethane/ DIPEA (5 %), 4)
dichloromethane, 5) dichloromethane/TFA (1 %), &htbromethane and 7) anhydrous
DMF. The Rink linker (2.5 equiv., 0.25 mmol, 0.1§pand HATU (2.5 equiv., 0.25 mmol,
0.0951 g) was added to the resin in DMF (5 mL)ntB#PEA (5.0 equiv., 0.5 mmol, 0.087
mL) was added. The reaction mixture was stirreddtgtion for 2 h at R.T., then excess of
reactants was eliminated by filtration. The FmooiRPEGA resin was washed with DMF (5
times) and CKLCl, (5 times). The completion of this coupling reastiwsas checked using the
Kaiser test prepared as described in the geneveégdure-.

Procedure B: Automated solid phase peptide synthesi

Syntheses were realized with a ABI 433A synthesjag@plied Biosystem) according to the
Fmoc strategy on 0.1 mmol of resin with 10.0 eqents of HBTU/HOBLt as coupling agent,
10.0 equivalents of Fmoc-amino acids and 20.0 edgmis of DIPEA. The used program
(Fastmoc), supplied by the constructor consists Fmoc deprotection step of the resin with
piperidine 20 % in NMP, followed by the couplingaotion of the first amino acid, then an
acetylation step of free amines with an acetylasohution, then a deprotection step of the
Fmoc group of the AAL. This cycle (Fmoc deprotetticoupling, acetylation) is repeated for
each AA.

Preparation of the acetylation solutidror a final volume of 100 mL, HOBt (1.0 equiv.4&
mmol, 0.2 g) was dissolved in NMP (40 mL). Thergtacanhydride (35.0 equiv., 50.3 mmol,
4.75 mL) and DIPEA (8.7 equiv., 12.9 mmol, 2.25 mgre successively added. The volume
was completed to 100 mL with NMP.

Procedure C: Manual deprotection of a Fmoc groupenrg

The resin was introduced in a syringe fitted withittand was swollen with DCM then DMF.
Piperidine (20 % in DMF) was added in the syringe &ft for 10 seconds then piperidine
treatment was repeated 3 times for 3 minutes.&ldluate piperidine fractions were pooled
in a 100 ml measuring cylinder. The resin was wdskigh DMF (5 x 5 ml) then with DCM
(5 x 5 ml). The solvents were drained-off into th&me 100 ml measuring cylinder. Its
volume was completed to 100 ml with DCM, the salntwas diluted 10 times and an aliquot
was transferred into an UV quartz cuvette. Absocbaaf the fluorenylmethyl-piperidine
adduct was measured at 301 rrw (7800 mof- dm® cm™).

Procedure D: Cleavage of the peptide under acidicoaditions

Peptide-resin was introduced into a syringe fitteith a frit and a mixture of
TFA/water/TIS/phenol 85/5/5/5 was added. The reactvas stirred by rotation overnight for
the phosphorylated peptid®2 and P3 and for 3 h for the non phosphorylated peptie
The supernatant was then poured in cold diethydrefhhe white precipitate was recovered
which by centrifugation and washed with diethyleztl® times. The peptide was then dried
under vacuum (1 mbar) for 15 minutes.

Procedure E: Manual amino acid couplings

The appropriate Fmoc-protected amino acid (3.0wepuwvas added to the resin bed in a
syringe fitted with a frit and covered by a smatiaunt of DMF (4 mL). HATU (3.0 equiv.,
0.3 mmol, 0.114 g) and DIPEA (6.0 equiv., 0.6 mn@L05 mL) were successively added.
The reaction mixture was stirred for 2 h at R.fiert supernatant was eliminated by filtration.
Then peptide-resin was washed with DMF (5 times) BEM (5 times). The completion of
the coupling reaction was checked using the Kaestrprepared as described in the general
procedurd-.
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Procedure F: Kaiser test®
Completion of the amino acid coupling reaction whgcked using the Kaiser test. A few
beads of resin were transferred into a tube (5 anB/2 mixture of phenol/ethanol (40 uL),
KCN (0.02 mol/L) in pyridine (40 pL) and 5 % ninhyae in ethanol (40 pL) were
successively added. Then, the mixture was heatd@@t’C for 5 minutes. A positive test,
indicates the presence of free primary amines an@gsponds to a dark blue color.

For the detection of secondary amine after a cogpleaction with proline, another
test has to be usétf A few beads of resin were transferred into a t{foml), one drop of 2
% acetaldehyde in DMF v/v then one drop of 2 % @nd in DMF v/v were added. The
mixture was allowed to react at R.T. for 5 minut&gositive test, indicates the presence of
free secondary amines and corresponds to a bloe col

Procedure G: Manual N-acetylation of free amines groups

The acetylation solution (5 mL) used for the auttrdasynthesis, was added into the syringe
fitted with a frit containing the NiHPeptide-resin. The peptide resin was stirred batian

for 15 minutes at R.T. and the excess of soluti@s wliminated by filtration. Then the
acetylated peptide-resin was washed with DMF (®&)rand DCM (5 times).

[1I-2 Modes opératoires

Synthesis of the peptidé®1 (Raf-1 331-349)
CH3CONH-R33:PRGQRDSSY YWEIEASEYV 346 CONH,,
MW = 2368.119

First, the Fmoc-Rink-resin was synthesized accgrdinthe general procedufe In
the second step, the Fmoc-Rink-resin was transfemm& a Teflon reactor to run the
automated synthesis according to the proce@ute afford the CHCO-peptideP1-resin.
Absorbance of the fluorenylmethyl-piperidine addwets measured at 301 nm after the first
Fmoc deprotection (4, = 0.78) and after the last onez(A= 0.53) in order to calculate the
yield of elongation (68 %). The GBO-peptideP1-resin was transferred into a syringe fitted
with a frit to undergo the final acidic deprotectistep according to the general procedre
which affords the crude peptidrd.

The crude peptid®1 was purified with a C8 semi-preparative RP-HPL@hg 9.1
% TFA in water v/v (solvent A) and 0.1 % TFA v/v atetonitrile (solvent B). The peptide
P1 was eluted using a linear gradient of 25-30 %vésul B) over 15 minutes. The collected
fractions were pooled and acetonitrile was evapdrander vacuum. The aqueous phase was
lyophilized 2 times to affor@1 as a white powder (7 mg, 95 % of puriggure 104).

MS (MALDI+) : m/z= 2369.15 [M+H] (calc. 2369.11).
RP-HPLC, tr (25-40 % B): 8.57 minutes.

3% Kaiser E., Colescott R.L., Bossinger C.D., Codk [Eolor test for detection of free terminal amigioups in
the solid-phase synthesis of peptidesal. Biochem.197Q 34, 595-98.
39 \/ojkovsky T.: Detection of secondary amines oridsphasePeptide Res1995 8, 236-37.
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Figure 104 : RP-HPLC chromatogram of the purifiedgptide P1.C18 column ; solvent A:
0.1 % TFA in water v/v, solvent B: 0.1 % TFA intaodrile v/v ; linear gradient of 25-40 %
(solvent B) over 30 minutes at 1 mL/min. The ingidanumbers correspond to the area
percent of each pic.

Synthesis of the diphosphorylated peptid®2 (Raf-1 331-349)
CH3CONH-R33:PRGQRDpSSYpYWEIEASEV 349CONH,
MW = 2528.052

First, the Fmoc-Rink-resin was synthesized accgrdinthe general procedufe In
the second step, the Fmoc-Rink-resin was transfemm&o a Teflon reactor to run the
automated synthesis according to the proceBui@ the sequence No-W342. For the amino
acids W42 and k43 double coupling reactions were performed. The é&groupement of the
Fmoc-peptide VigWs4oresin obtained was deprotected manually accortdirte procedure
C.

The sequence p®SYpYss was synthesized manually according to the general
procedures for the coupling reactions ard for the Fmoc deprotection of each AA. The
Fmoc-peptide p$SgsVasgresin was transferred into a Teflon reactor ineortb finish the
synthesis automatically according to the generatguureB. Amino acids Rs1-Ds3z were
introduced with double coupling reactions. An elatign yield of 79 % was calculated.

Half of the CHCO-peptideP2-resin obtained was transferred into a syringedittvith
a frit to undergo the final acidic deprotectionpstccording to the general procedlreo
afford the crude peptide2.

The crude peptid®2 was purified with a C8 semi-preparative RP-HPLQ@g9.1 %
TFA in water v/v (solvent A) and 0.1 % TFA in aceitoile v/v (solvent B). The peptide2
was eluted using a linear gradient of 15-31 % (@uivB) over 8 minutes. The collected
fractions were pooled and acetonitrile was evapdrander vacuum. The aqueous phase was
lyophilized 2 times yielded tB2 as a white powder (11 mg, 99 % of purigure 105.

MS (MALDI+) : m/z= 2529.09 [M+H] (calc. 2529.05).
RP-HPLC, tr (5-65 % B): 20.97 minutes.
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Figure 105 : RP-HPLC chromatogram of the purifiedgptide P2.C18 column ; solvent A:
0.1 % TFA in water v/v and solvent B: 0.1 % TFAaetonitrile v/v ; linear gradient of 5-65
% (solvent B) over 30 minutes at 1 mL/min. Theciagid percentages correspond to the area
percent of each pic.

Synthesis of the triphosphorylated peptidé®3 (Raf-1 331-349)
CH3CONH-R331PRGQRDpSpSYpY\NE|EASEV 340CONH>
MW = 2608.019

First, the Fmoc-Rink-resin was synthesized accgrdinthe general procedufe In
the second step, the Fmoc-Rink-resin was transfem&o a Teflon reactor to run the
automated synthesis according to the procedurfer the sequence 3¥gW34o. FOr amino
acids W41 and B4, double coupling reactions were performed. The ¢-peptide M4gWaszr
resin was deprotected manually according to thegquhoreC. The rest of the sequencesR
Y341 Was synthesized manually according to the gengratedurest for the coupling
reactions, therC for the Fmoc deprotection ar@ for the N-acetylation of the free NH
terminal groups. For the amino acids;p&nd D37 a first coupling reaction was performed
according tcE.

As the Kaiser test was positive, a second coupigagtion was performed with the
Fmoc amino acid (5.0 equiv.), HATU (5.0 equiv., @.mmol, 0.189 g) and DIPEA (12.0
equiv., 1.2 mmol, 0,209 mL) in DMF (4 mL).

Coupling reactions of the sequencegsHRs3s were performed manually with 5.0
equivalents of Fmoc amino acid, 5.0 equivalents HAT2.0 equivalents DIPEA in DMF (4
mL) and were checked by the Kaiser test accordinghé general procedure. A final
elongation yield of 65 % was calculated. The fiaeidic deprotection step of the gED-
peptide P3-resin was performed according to the general phaeeD to afford the crude
peptideP3.

The crude peptid®3 was splitted in two parts because it was puriédaaccording
two different methods.

Purification method 1The crude peptid®3 was purified using a C8 semi-preparative RP-
HPLC and eluted with 0.1 M triethylammonium acef@geAA), pH 8.0, in water (solvent A)
and 0.1 M TEAA, pH 8.0, in acetonitrile (solvent Bhe peptidd®>3 was eluted using a linear
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gradient of 5-13 % (solvent B) over 15 minutes. Todlected fractions were pooled and
acetonitrile was evaporated under vacuum. Aftepltydisation, the peptide3 was recovered
as a colorless oil.

The peptideP3 was desalted using a C18 solid phase extractitumeo purchased
from GracePur®" (bed size 1 g, sorbent retention capacity 50 royrae 6 mL, reference:
5138764). First, the lyophilized peptid®3 was solubilized at a final concentration of 2
mg/mL in a 0.01 M ammonium acetate, pH 6.6, in wate

The desalting procedure was composed of four stBps§he conditioning step of the
sorbent: the sorbent was washed with methanol45m), then with water (5 x 4 mL) ; 2)
The load step: 3.5 mL of the solubilized peptiiewas loaded ; 3) The washing step: the
sorbent was washed with 0.01 M ammonium acetate§.pHin water (10 x 4 mL) ; 4) The
elution step: the peptid@3 was eluted with 5 x 4 mL of 70 % acetonitrile aning 0.01 M
ammonium acetate, pH 6.6, in water then with 5 ml4 of acetonitrile without ammonium
acetate.

The eluted fractions were pooled and acetonitriées wvaporated under vacuum. The
agueous phase was lyophilized 3 times to affordptpideP3 as a white solid (5 mg, 99 %
of purity, Figure 106).

MS (MALDI+) : m/z= 2609.15 [M+H] (calc. 2609.01).
RP-HPLC, tr (5-20 % B): 13.60 minutes
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Figure 106 : RP-HPLC chromatogram of the purifiedgptide P3.C8 column ; solvent A:
0.1 M triethylammonium acetate, pH 8.0, in watdeAR), solvent B: 0.1 M TEAA, pH 8.0, in
acetonitrile; linear gradient of 5-20 % (solvent 8yer 30 minutes at 3 mL/min.

Purification method 2The crude peptid®3 was purified with a C8 semi-preparative RP-
HPLC using 0.1 M ammonium acetate, pH 6.6, in wéteivent A) and 0.1 M ammonium
acetate, pH 6.6, in acetonitrile (solvent B). TlepgeP3 was eluted using a linear gradient
of 3-10 % (solvent B) over 14 minutes. The colldctections were pooled and acetonitrile
was evaporated under vacuum. The aqueous phaséyedslized 3 times to afford the
peptideP3 as a white powder (7 mg, 99 % of puriggure 107).
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Chapitre IV : MATERIELS ET METHODES

MS (MALDI+) : m/z= 2609.07 [M+H] (calc. 2609.01).
RP-HPLC, tr (5-20 % B): 14.64 minutes

P3
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Figure 107 : RP-HPLC chromatogram of the purifiedgptide P3.C8 column ; solvent A:
ammonium acetate 0.1 M in water pH 6.6, solverdarBmonium acetate 0.1 M in acetonitrile

pH 6.6 ; linear gradient of 5-20 % (solvent B) 0\3&r minutes at 3 mL/min.
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Fabienne SAAB

Inhibiteurs de la voie Raf/MEK/ERK : Synthese de co  mposés a structure 4—
azaindolique et évaluation de leur efficacité parl  a mise au point de tests TR-FRET

Résumé :

Afin de corriger la suractivation de la voie de signalisation Raf/MEK/ERK observée dans 30 % des cancers,
nous avons choisi d'inhiber la kinase Raf-1. Les inhibiteurs potentiels de Raf-1 ont été congus avec un cycle
central original 4-azaindolique. Pour apporter de la diversité fonctionnelle au niveau des sommets C-2 et C-5
lors de la synthése, nous avons optimisé deux méthodes a partir du synthon 5-méthoxy-4-azaindole-N-
phénylsulfonyle. La premiére est une réaction de lithiation du sommet C-2 suivie de la condensation de
différents électrophiles et la deuxieme est la C-arylation ou N-arylation du sommet C-5 a partir du dérivé
triflate en 5 via des réactions de couplage pallado-catalysées de type Suzuki et Buchwald, respectivement.
Ces deux méthodes ont permis d'aboutir a 2 séries de composés : une premiére série fonctionnalisée en
position N-1 et C-5 du noyau 4-azaindole et une deuxiéme série substituée en position C-5 et C-2.

Pour tester les nouveaux inhibiteurs synthétisés et un inhibiteur naturel appelé PEBP, nous avons mis au
point des tests d'activité in vitro sur 'ensemble de la cascade Raf/MEK/ERK et sur chacune des 3 kinases.
Les tests ont été développés avec 2 méthodes de TR-FRET, Lance Ultra™ et Lanthascreen™, et ont été
validés avec des inhibiteurs commerciaux et comparés par rapport a la méthode radioactive PFBA.

Au total, 30 produits finaux ont été évalués in vitro sur la kinase Raf-1. Grace aux plateformes du
Cancéropdle GO, les produits ont aussi été testés sur 6 lignées de cellules cancéreuses et sur les kinases
du cycle cellulaire DYRK1A, GSK3 et CDKS5. Plusieurs molécules ont montré une activité antitumorale
encourageante de I'ordre du puM et un composé a été identifié comme inhibiteur de Raf-1 avec une valeur
d’ICs, de 9,8 UM et une cytotoxicité sélective vis-a-vis des cellules du foie Huh7 (ICso = 3 uM).

Mots clés : cancer, Raf/MEK/ERK, inhibiteurs, 4-azaindole, lithiation, couplages pallado-catalysés, tests
d’activité kinases, TR-FRET.

Inhibitors of the Raf/MEK/ERK pathway: Synthesis of 4-azaindole derivatives and
evaluation of their efficiency through TR-FRET kina  se assays

Summary :

Considering the implication of the Raf/MEK/ERK pathway deregulation in 30 % of human cancers, we
decided to synthesize potential Raf-1 inhibitors. They were synthesized using the original 4-azaindole as the
central core. To introduce various types of substituents in C-2 and C-5, we developed two methodologies
from the building block N-benzenesulfonyl-5-methoxy-4-azaindole. The first one is the C-2 lithiation followed
by the addition of various electrophiles. The second methodology is the C-5 C-arylation or the N-arylation
using palladium-catalysed cross-couplings from the C-5 triflate derivative through Suzuki or Buchwald cross
coupling reactions, respectively. The two methodologies ended up to the synthesis of two series of
compounds. The first one is functionalized in N-1 and C-5 of the 4-azaindole core. The second one is
substituated in C-2 and C-5.

In order to test the newly synthesized inhibitors as well as the natural inhibitor PEBP, we have developed
several tests to measure in vitro the effect of inhibitors on the activity of the complete cascade Raf/MEK/ERK
and also on the activities of each individual kinase. The assays were developed by using 2 TR-FRET
methods, Lance Ultra™ and Lanthascreen™, and were validated with commercially available inhibitors and
compare to the radioactive PFBA method.

Finally, 30 compounds were evaluated through in vitro Raf-1 assays. By using the facilities offered by the
Canceropdle GO platforms, the compounds were also tested on six different tumor cell lines and on the
kinases DYRK1A, GSK3 and CDKS5. Several compounds displayed encouraging antitumoral activity and one
compound was identified as a Raf-1 inhibitor with an ICsy value of 9.8 UM and a selective cytotoxicity activity
towards liver tumor cells Huh7 (ICso = 3 uM).

Keywords: cancer, Raf/MEK/ERK pathway, inhibitors, 4-azaindole, lithiation, palladium-catalysed cross-
couplings, kinase activity assays, TR-FRET.
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