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INTRODUCTION

Avec pres de 150 000 déces estimeés en 2012, lerceeqprésente la premiere cause de
mortalité en France. Cette maladie est caractérjzie la prolifération anarchique et
incontrélée de certaines cellules de I'organismeéghappent aux mécanismes de controle.
Méme si les traitements comme I'hormonothérapie lauchimiothérapie cytotoxique
ralentissent efficacement la croissance tumoralg, lutilisation est souvent mal tolérée du
fait de leur forte toxicité. A [I'heure actuelle, slethérapies anticancéreuses visent
principalement les cellules tumorales pour évites @ffets secondaires. Ces nouvelles
thérapies agissent notamment sur des protéinespsumeges par les cellules tumorales, telles
gue les récepteurs aux facteurs de croissancevétéatyrosine kinase. Plusieurs familles de
récepteurs a activité tyrosine kinase sont condefercomme des cibles thérapeutiques
potentielles pour concevoir de nouveaux composédaamcéreux. Nos travaux se sont
essentiellement portés sur quatre de ces réceptd@GFR (Epidermal Growth Factor
Receptoy et le récepteur c-Kit impliqués dans la prolitéra cellulaire ainsi que sur deux
récepteurs jouant un rble crucial dans le phénonaémgogénique : le VEGFRVascular
Endothelial Growth Factor Recepforet le PDGFR, Rlatelet-Derived Growth Factor
Recepto).

Sur la base de différentes études de relationtgtatactivité ainsi que sur des
travaux antérieurs menés au laboratoire, nous avonsu et synthétisé plusieurs molécules
hétérocycliques azotées (quinazoline, benzotriazinménopyrimidine) se différenciant par
leur motif anilino ou aryloxy en position 4. Lesidés pharmacologiques ont permis de mettre
en évidence de nouveaux anti-angiogéniques, imhitstpuissants des récepteurs VEGFR,
PDGFR et c-Kit présentant une structure de typenin@alkoxyquinazolinique. Aussi, les
modulations de I'hétérocycle quinazoline en thigmpidine ont permis de découvrir de
nouveaux inhibiteurs multikinase originaux. En flata de ces travaux, des dérivés de type
2-aminoquinazoliniques ont été concgus et synth@tiSés composeés substitués par différentes
anilines en position 4 de la quinazoline ont montré pouvoir antiprolifératif intéressant

grace a leur intercalation entre les paires deshésdé ADN.

Apres quelques généralités sur les cancers etesuprotéines kinases, les études
antérieures menées au sein du laboratoire ainsingsetravaux seront développés. Les
résultats pharmacologiques obtenus seront détaitléschaque série chimique et permettront
de conclure sur le potentiel inhibiteur de nos moglés. Enfin le travail expérimental sera
détaillé dans une derniére partie.
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GENERALITES SUR LES CANCERS

. LES CANCERS

1. Définition

Le processus cancéreux est caractérisé par ldgradion anarchique et incontrolée de
certaines cellules de I'organisme ayant échappénagoanismes classiques de régulation et
de différenciation. Ces cellules anormales se d@pent a partir d’'une cellule mére qui a
subi une mutation de '’ADN et qui a acquis les caastiques nécessaires pour se multiplier

indéfiniment, envahir les tissus avoisinants etlisséminer vers d’autres organes sains pour

former des métastases.

2. Epidémiologie

Pour étudier la fréequence des cancers, on dispesgedx indicateurs : I'incidence
(nombre de nouveaux cas diagnostiqués chaque aenhda)mortalité (nombre de déces
annuel). Le projet GLOBOCAN 2012, initié par I’Agsmninternationale pour la Recherche
sur le Cancer, présente des estimations de l'incalet de la mortalité de 27 cancers dans le
monde en 2012h(tp://globocan.iarc.fr)

2.1. Incidence

D’aprés cette base de données, plus de quatorfienwide cas de cancers ont été
recensés dans le monde pour 'année 2012 dont 58%ltiomme et 47% chez la femme. En
France, le nombre de nouveaux cas de cancers tesé es 355 000, dont 200 000 chez

I'hnomme et 155 000 chez la femme.

(&) Homme (b) Femme

EPoutnon (16,5 %)

EProstate (15%0)

| Cdlon - rectum (10%)

EEstomac (8,5 %)

WEoie (7,5 %)

EVessie (4,4 %)
Esophage (4,3 %)

‘Lymphome non-hodgkinien (2,9%%)
Rein (2,9 %)
Autres cancers (27 %)

W3ein (252 %)
B Glon- rectum 79,2 90
mPoum on® 2 %
W ol delwémes (7,9 %)
BEstomac(d,8 Y
mUtérusi43 %)
Crvaire (3.0 5
Thyroide(2,5 )
Fode (3,1 44
Antrranannera(d® R W)

Figure 1 : Incidence des cas de cancers dans le dmen 2012
Source : http://globocan.iarc.fr
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Les cancers les plus fréquents chez I’'homme sant du poumon, de la prostate et du
cblon. lls représentent a eux trois plus de 40%cdssde cancers. Chez la femme, le cancer
du sein prédomine nettement avec 25,2% des casaditigués. Il est suivi par les cancers du

cblon et du poumon (Figure 1).

2.2. Mortalité

Pour I'année 2012, I'analyse GLOBOCAN a estimadenbre de décés dus au cancer
a 8 200 900 avec 4 653 000 déces chez I'hnomme (®1%)547 900 déces chez la femme
(43%). En France, le nombre de décés par cances@ste a 85 000 chez 'lhomme et 63 000

chez la femme, soit au total 148 000 déces.

(&) Homme (b) Femme

BFoum on i3, 6% B Eein (14,7%)
BFoie 711,25 B Pournon (13,8%)
mEsomac(l0,1%) B CAlon - recturm (9,084)
WL Slon - rectum (5, U%) B Col de l'utérus (7 5%4)
8 mProslale (0,00 B Estornac (7,5 %)
* Erophug:(6.0%) W Foie (6,3%6)
anme (4 A% ke

Lo phome non-hedgkider (2,5%0 i ' 'gréigs 8’]3;{?

Raini2 0% & St

Lotres cancers(2Y 4% Thyroide(0,8%%)

Autres cancers (34,3%)

Figure 2 : Mortalité par cancer dans le monde en2D
Source : http://globocan.iarc.fr

Le cancer du poumon se situe au premier rang ¢chemie (21 300 décés par an)
devant le cancer colorectal (9 200 déces) et learate la prostate (8 900 déces). Le cancer
du sein est la premiére cause de mortalité parecainez la femme (11 886 déces par an). Le
cancer du poumon se positionne au deuxieme rarkp@8déces par an) devant le cancer

colorectal (8 400 déces) (Figure 2).

Malgré leur forte incidence, les cancers hormopeddants, comme la plupart des
cancers du sein et des cancers de la prostat@npeas un taux de mortalité moindre. Pour
exemple, le taux de guérison du cancer du seiéle@gf grace au dépistage et aux traitements
adjuvants (chimiothérapie et hormonothérapie). hacer du célon présente également de
bons taux de guérison grace aux campagnes de atgpistise en place par 'OMS. A

l'inverse, le cancer du poumon est souvent associé mauvais pronostic. Le taux de survie
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de ce cancer a cing ans ne dépasse pas 10% mes res réalisés dans les protocoles

thérapeutiques.

3. Typologie des cancers

A I'heure actuelle, on parle de cancer au plueel.effet tous les cancers ne sont pas
identiques. En dehors de leur localisation, c’ediype de tissu dans lequel ils se développent
qui permet de les classer :

» Les carcinomesse développent dans I'épithélium. Lorsque les ioaroes se
développent dans le tissu d'une glande ou d'une uewsg, on parle plus
spécifiguement d’adénocarcinomes.

» Les sarcomese forment sur desssus conjonctifs tels que les os (ostéosarcome),
les muscles (rhabdomyosarcome) ou encore le tdipewx (liposarcome).

» Les cancers hématolymphatigueschent le sang et la lymphe ou les organes tels

gue les ganglions, les amygdales ou la rate.

Les cancers peuvent également étre répertories grasysteme TNM. Ce classement
repose sur I'extension tumorale locale (T), ganglaire (N,nodg et métastatique (M). Il a
été établi pour permettre des comparaisons erffégatites équipes médicales. Ci-dessous un
exemple de classement TNM pour le cancer coloréttdileau 1).

Classification TNM

TO  Pas de signe de tumeur primitive

T1  Tumeur envahissant la sous-muqueuse

Extension .
T T2 Tumeur envahissant la musculeuse
tumorale
T3 Tumeur envahissant la musculeuse dans la soussgéreu
T4  Tumeur envahissant directement d'autres organesuatures
NO  Aucune métastase ganglionnaire régionale
Extension

. . N1  Ganglions suspects mobiles
ganglionnaire
N2  Ganglions suspects fixés entre eux ou a d'autreststes
Extension MO  Absence de métastases

meétastasigue M1  Présence de métastases

Tableau 1 : Classification TNM du cancer colorectil

1 C. C. ComptonModern Pathology2003 16, 376 -388.
4
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4. Mécanismes fondamentaux de la carcinogenese

Le développement de nouvelles techniques d’anagdgiologie moléculaire a permis
aux scientifiques de progresser et de mieux conapecles mécanismes cellulaires impliqués
dans I'évolution du cancer. En effet, plusieursactgristiques biologiques propres aux
cellules cancéreuses ont été mises en évidenaer€F3y :

» indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération

» insensibilité aux signaux antiprolifératifs,

= acquisition d’une résistance a I'apoptose (mottutate programmeée),
= potentiel illimité de réplication,

= stimulation de I'angiogenése,

= pouvoir d'invasion et de dissémination (métastases)

Acquisition d’une
résistance 4 1’apoptose

Pouvoir d’invasion et de

dissémination
{métastases)

Figure 3 : Caractéristiques des cellules cancéresiSe

Ces caractéristiques, présentes dans la majoritdudecurs, permettent aux cellules

cancéreuses de survivre, de proliférer, et deshffa travers différents tissus.

Les cellules cancéreuses acquiérent la capacit@aitetenir leur prolifération grace a
plusieurs voies. Dans un premier temps, la prodocte facteurs de croissance tel que
I'Epidermal Growth Facto(EGF) engendre I'expression de récepteurs assamésne les
récepteurs a 'EGF (EGFR) impliqués dans la pradiién cellulaire. La prolifération peut

également étre dérégulée par I'élévation du nivdmawécepteurs présents a la surface de la

2D. Hanahan et R. A. Weinber@ell, 2011, 144, 646-674.
5
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cellule cancéreuse, rendant les cellules hypeestaux facteurs de croissances associés.
Aussi, la prolifération peut dériver de I'activatiaconstitutive de protéines des voies de
signalisation présentes en aval des récepteummjnélit ainsi la nécessité de stimuler les

récepteurs.

Plusieurs défauts mécanistiques impliquant des gemes renforcent cette
prolifération incontrélée. Par exemple, I'oncopimé& Ras agit comme un interrupteur
moléculaire qui régule un certain nombre de fomgidondamentales dont la réplication
cellulaire. Des mutations de cette protéine sosemen cause dans environ 30% des cancers.
Une fois mutée, la protéine se blogue sur un « e » qui méne a une prolifération
anormale des celluled.La protéine Phosphatase and TENsin homol¢d§TEN) peut
eégalement étre impliquée dans la prolifération utaite. Dans des conditions normales,
PTEN agit comme un régulateur de la voie de sigaatin PI3K impliquée dans la
prolifération cellulaire. Une mutation de cette tgine provoque une perte de fonction
régulatrice engendrant une amplification de la i8K et ainsi une prolifération cellulaire

anormalée

La multiplication cellulaire est régulée physiolggement de maniere négative par les
genes suppresseurs de tumeurs également appdalé@ma@ygenes. Certains anti-oncogenes,
comme la protéine p53, favorise I'apoptose paréadu cycle cellulaird.Lors du processus
tumoral, ces génes perdent leur fonction suitesantigtations génétiques et favorisent ainsi la

prolifération cellulaire.

L’apoptose est régulée par la balance entre pregépro-apoptotiques, comme la
protéine Bax Bcl-2—associated X et protéines anti-apoptotiques, comme BclEcéll
lymphoma 2 Bax est capable d'induire I'apoptose en se bameic d’autres protéines. La

protéine anti-apoptotique Bcl-2 inhibe Bax en fonindes hétérodiméres Bax-Bcl-2 inacfifs.

%|. A. Prioret al, Cancer Researgi2012 72, 2457-2467.

*N. Chalhoub et S. J. Bakéknnual Review of Pathology Mechanisms of Dieg2B09 4, 127-150.
°E. C. Pietsclet al, Oncogeng2008 27, 6507-6521.

® M. F. van Delft et D. C. S. Huan@ell Research2006 16, 203-213.
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Dans de nombreuses tumeurs, Bcl-2 est en exces &uine translocation génétique entre

deux chromosomes. Les cellules cancéreuses sosatpatiégées contre la mort cellulaire.

A Tlinverse des cellules saines, les cellules tuatew présentent un pouvoir de
réplication illimité, ce qui permet de générer desneurs macroscopiques. Lors d'une
division cellulaire, les extrémités des chromosoapgselées téloméres ne sont pas répliquées
correctement, ce phénomene est appelé sénesceticatiée. Apres un certain nombre de
réplication, les chromosomes se raccourcissenggeu ce qui aboutit a un arrét du cycle et
a la mort cellulaire. Il existe des enzymes (télaanés) capables de rétablir les télomeéres afin
gue I'ADN soit totalement réparé. Ces enzymes sgptimées dans la majorité des lignées

cellulaires cancéreuses, ce qui aboutit & une inasation réplicative.

Contrairement aux cellules saines, les cellules@auses sont capables de former de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseagpexpstants. Ce processus appelé
angiogenese est essentiel pour amener I'oxygeéles eutriments nécessaires a la croissance
de la tumeur mais il est également un facteur itapdrde la dissémination des cellules
tumorales dans la circulation sanguine systémiguerfsant l'invasion d’autres organes et

ainsi la création de métastases.

5. Les traitements des cancers

Le traitement du cancer nécessite d’associer plistechniques pour réduire le risque
de récidive locale et de diffusion métastatiqueadtime de ces techniques a bénéficie
d’avancées spectaculaires tout au long de cesedesrdécennies. La strategie thérapeutique
se définit en assemblée collégiale et dépend deepits facteurs (type de tumeur, histologie,

extension de la maladie, état général du patient).

”'S. Mocellinet al, Trends in Molecular Medicin€013 19, 125-133.

7



GENERALITES SUR LES CANCERS

La chirurgie est un traitement utilisé lorsquedmeur est localisée. Elle concerne les
tumeurs solides (sein, poumon, prostate...) et éistWlonc pas adaptée pour les lymphomes
et les leucémies qui touchent respectivement leesyes lymphatique et le systéme sanguin.
L’acte chirurgical consiste a retirer la tumeuuee marge de tissu sain I'entourant ainsi que
les ganglions avoisinants. La technique du ganglemtinelle permet de réduire la morbidité
liée au geste du curage. Pour améliorer son efficda chirurgie est souvent associée a une

autre thérapie telle que la radiothérapie ou lenahthérapie.

La radiothérapie est également un traitement logfé a pour but d’exposer les
cellules cancéreuses d’'une tumeur a des rayonnerganaltérent le matériel génétique des
cellules, rendant ainsi toute multiplication cedioé impossible. On distingue deux types de
radiothérapie qui se différencient par la source d@yonnements. Dans le cas d'une
radiothérapie dite externe, les cellules tumoratet irradiées grace a un faisceau émis par un
appareil de radiothérapie. A linverse, la radio#ipée interne ou curiethérapie consiste a
placer une substance radioactive (iridium ou césiamcontact direct de la tumeur. Cette
méthode plus récente a I'avantage de délivrer waatifé importante de rayonnements dans
un volume étroit, ce qui permet de mieux cibler ¢eflules tumorales. Toutefois dans les
deux cas, des tissus sains proches de la tumeuemtetgalement étre atteints, ce qui entraine
de nombreux effets secondaires. La radiothéragi@iresraitement trés fréquent du cancer,

elle est utilisée chez plus d’'un patient sur deux.

Certains cancers (sein, prostate) ont leur crocssdavorisée par des hormones, ils
sont dits hormonosensibles ou hormonodépendantsiihgpe de I'hnormonothérapie consiste
a bloquer les hormones qui influencent la multgticn des cellules cancéreuses. Pour cela,

différentes stratégies peuvent étre utilisées :

= Bloguer I'action des_hormonescertaines molécules peuvent se substituer auxdres

au niveau de leurs récepteurs présents a la sutémceellules cancéreuses et bloquer ainsi

leurs effets par compétition. Parmi ces molécuesietrouve les anti-androgénes utilisés
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dans le cancer de la prostate et les anti-cestregedigués dans le cancer du sein dont le

représentant principal est le tamoxifene. Le taféme appartient & la famille des

Selective Estrogen Receptor Modulat¢BERM) et il est utilisé dans le traitement du

cancer du sein hormono-dépendant.

les androgenes sont produits par une successiogaagéon régulée par un premier
maillon qui est la LH-RH l{uteinizing Hormone - Releasing Hormyrm@oduite par

'hypothalamus. Les agonistes de la LH-RH sont ehéglicaments qui bloquent la
fabrication des hormones par les ovaires ou léEtéss grace a une hyperstimulation
de 'hypophyse qui répond en arrétant toute stitraria Les analogues de la LH-RH,
comme la leuproréline (Enantone®) ou la gosérdifdadex®) sont administrés en
sous-cutané au minimum une fois par mois dansdesess de la prostate et parfois

dans les cancers du sein chez de jeunes patientes.

ne sont plus produits par les ovaires mais a pdiltormones, et plus spécifiquement a
partir d’androgenes. Ces derniers sont transforemésestrogenes par une enzyme
appelée aromatase. Certaines molécules peuvertembaction de I'aromatase et

permettent ainsi une diminution de la productiooesfrogénes indispensables a la
croissance tumorale. Les anti-aromatases (létrpaol@strozole ou exemestane) sont
prescrits sous forme de comprimés dans le canceeidunhormono-dépendant chez la

femme ménopausée.

NC”:‘CN
_N

NL 3
Létrozole
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Les différentes stratégies utilisées en hormonaghiérsont représentées sur la Figure

4 ci-apres.

Hypothalamus

Bloquer la sécrétion des hormones . X
par les ovaires ou les testicules GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone)

Analogues de la LH-RH LH-RH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone)

Hypophyse

FSH (Follicle-Stimulating Hormone)
LH (Luteinizing Hormone)

Aprés la ménopause

Q9

I

I

1

1

® |

1

o Anti-androgéenes, anti-cestrogénes O Aromatase E
g\ A :
)

. . Empécher la bio-transformation

des hormones

QOQ

Bloquer I'action des hormones O

. : Glandes i

Organescibles : ; :

' surrénales !

Testicules  Ovaires

) . OO Androgénes
Testostérone Estrogenes i 9

Récepteurs Récepteurs Anti-aromatases
ala testostérone aux cestrogenes
- | Multiplication |
cellulaire

Figure 4 : Mode d’action de I'hormonothérapie

La chimiothérapie anticancéreuse est utilisée dangrand nombre de cancers le plus
souvent en association avec la chirurgie et/oaddothérapie. Les médicaments utilisés sont
administrés dans la plupart des cas par perfusioonepour but de détruire les cellules
tumorales en agissant de maniére directe ou irtdisa le matériel génétique par une action
anti-mitotique. Les cellules tumorales seront pagnsibles a la chimiothérapie que les
cellules saines car elles présentent des caraderésrte prolifération. Les chimiothérapies
consistent en une association de médicaments atrémipar voie veineuse et par voie orale
a intervalle défini. Plusieurs classes thérapeesglianticancéreux se distinguent suivant leur
mode d’action. De nombreuses associations (praecde traitement) de médicaments

cytotoxigues appartenant ou non a la méme clagsapbutique sont aujourd’hui utilisées.
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Les topo-isomérases sont des enzymes qui intemmgndans la réplication, la
transcription et la réparation de '’ADN en réalisdes coupures mono ou double brin. Les
topoisomérases de type | engendrent des coupures-brm, ce qui permet la rotation d’'un
fragment du brin d’ADN autour du brin intact. Lepbisomérases de type Il engendrent des
coupures double-brin, favorisant le passage d’'um #"ADN au travers ces coupures. Les
inhibiteurs de topoisomérase sont des moléculedndpifbent I'action d’enzymes jouant un
réle dans la topologie de I'ADN (topoisomérasedyge | ou Il), et qui perturbent ainsi la
structure de 'ADN.

Les inhibiteurs de topoisomérase | sont des prediétivés de la camptothécine qui
est un alcaloide issu d'une plante ornementale oien la Camptotheca acuminatd
L'irinotécan (Campto®), obtenu par hémisynthése, @s inhibiteur puissant de la
topoisomérase | métabolig#vivo par la carboxylestérase en un métabolite actiBNe38. II
est utilisé dans la prise en charge des cancemecthux. Le topotécan (Hycamtin®) est
egalement un dérivé hémisynthétique de la campttbaitilisé comme inhibiteur de topo |

dans le cancer métastasique de I'ovaire et daraneer du poumon non a petites cellules.

OH O

Irinotécan Topotécan

Les inhibiteurs de topoisomérase Il se divisent drux groupes: les
épipodophyllotoxines et les anthracyclines.

Les épipodophyllotoxines sont des dérives hémigiifhes de podophyllotoxines
extraites de plantes voisines de la mandraffoParmi ces agents, I'étoposide (Vepesid®) est
utilisé dans de nombreux cancers comme les canicepumon, du sein, du testicule ou

encore dans les leucémies.

8 M. Gellert,Annual Review of Biochemisf}981, 50, 879-910.
°R. B. Ewesuedo et M. J. Ratancologist 1997, 2, 359-364.
19T, F. ImpertBiochimie 1998 80, 207-222.
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Outre leur potentiel inhibiteur de la topoisomérlskes antibiotiques de la classe des
anthracyclines s'intercalent entre les paires dedale 'ADN grace a leur structure pldhe.
La doxorubicine est la molécule de référence a axe pgans cette catégorie. Elle est
administrée pour lutter contre de nombreux cang@smon, estomac, ovaire, vessie...) mais
sa toxicité cardiaque limite son utilisation. L'@micine (Farmorubicine®) est une

anthracycline de deuxiéme génération qui présergdaxicité cardiaque moindre.

A0

Etoposide Doxorubicine Epirubicine

5.4.b. Les médicaments formant des adduits coadamtc ’ADN

Les médicaments formant des adduits covalents 8&&N ou agents alkylants
possedent un ou des groupements chimiques pouwanerf des liaisons covalentes avec
’ADN. La plupart des alkylants utilisés en chintiétapie sont dits « bifonctionnels », c'est-
a-dire gu’ils possedent deux motifs chimiques potnse lier a deux nucléotides adjacents.
Un agent bifonctionnel forme des ponts intra oerftrin rendant impossible la transcription
ou la réplication de I'ADN? Cette classe pharmacologique réunit un grand nender

substances :

= Les moutardes _a l'azoteces composes sont des analogues du gaz mout#isée u
comme gaz de combat pendant la premiere guerre iadendls présentent une
fonction commune bis-chloroéthylamine. Le cyclopitfeamide (Endoxan®) est
couramment utilisé dans la prise en charge desecamtl poumon a petites cellules,

de I'ovaire, de la vessie ou encore dans les leig=at les sarcomes.

1 G. Minotti et al, Pharmacological Review8004 56, 185-229.
12G. P. WarwickCancer Researgi963 23, 1315-1333.
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= Les nitroso-urées ces produits sont actifs sur un grand nombre deetwsn et
présentent comme leur nom l'indique un motif nitrasée dans leur structure. La
carmustine (Bicnu®) est utilisée dans les lymphgriessmélanomes, les myélomes et
eégalement dans les tumeurs cérébrales du fait frtsaliposolubilité favorisant son

passage a travers la barriere hémato-encéphalique.

intracaténaires entre deux résidus guanine adgceatcisplatine est administré dans

les cas de cancers de I'cesophage, de I'ovair@, deskie, du col de l'utérus...

Cl

o}
H O/'i/\ CI\/\NJ\N/\/CI ClspyCl
N.I L H HsN~ "NHg
FI’ Cl _N
S 0
Cyclophosphamide Carmustine Cisplatine

La cible moléculaire de ces composés est la tubuligtoplasmique dont la
polymérisation est nécessaire a la constructionfuseau mitotique. L'interaction de ces
molécules avec la tubuline bloque la mitose en piatse. On distingue deux groupes de

composés dans cette classe thérapeutitfde.

» Les vinca-alcaloidessont issus de la pervenche de Madagascar et thibe
polymérisation de la tubuline. Parmi ces compo#ssincristine (Oncovin®) est
utilisée pour traiter plusieurs types de cancanc@enie, lymphome, cancer du sein,

cancer du poumon...).

de la tubuline. Le paclitaxel (Taxol®) et le dooceth(Taxotere®) sont les principaux
représentants de cette famille et il est utilisésdé prise en charge des cancers

bronchopulmonaires non a petites cellules, desetarte I'ovaire et du sein.

13|, Marzo et J. NavaBiochemical Pharmacolog2013 86, 703-710.
14 K. E. Gascoigne et S. S. Tayldnurnalof Cell Science2009 122, 2579-2585.
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Vincristine Paclitaxel

5.4.d. Les anti-métabolites

Les anti-métabolites inhibent la synthése des aciugcléiques (ADN ou ARN),
indispensables pour la multiplication et la diffic@tion des cellules. Il existe deux

catégories d'anti-métabolites.

= Les antifoligues ils inhibent des enzymes qui jouent un role magans la synthese
des acides nucléiquédLe méthotrexate posséde une structure proche lte de
I'acide folique (ou vitamine B9), ce qui lui pernmiagir comme faux-substrat de la

dihydrofolate reductase et de bloquer la réplicatie 'ADN.

azotées, et s'incorporent donc dans I'ADN a la epldes bases puriques ou
pyrimidiques inhibant ainsi la réplication. On digue les anti-pyrimidiques, comme

le 5-fluoro-uracile et les anti-puriques, commeéthioprine°

N_ _N_ _NH N_NO2
N \N _N F N S
H HN™ /
HOOC. _N NH, P N~ N
N P
HoOC o) H NN
Méthotrexate 5-Fluoro-Uracile Azathioprine
(5-FU)

15 M. Visentin et al. HematologyOncologyClinics of North America2012 26, 629-648.
8 H. M. Pinedo et G. F. Peterdqurnal of Clinical Oncologyl988 6, 1653-1664.
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L’expansion d'une cellule cancéreuse est frequernmssociée a des modifications
épigénétiques non codées par la séquence de I'RRMNI ces modifications épigénétiques,
l'acétylation des histones et la méthylation d®NAsemblent jouer un réle important. Dans
ce contexte, une stratégie thérapeutique récent@stprometteuse consiste a corriger des
erreurs épigénétiques a l'aide de composés modlicdtylation des histones et la

méthylation de I'ADN utilisés seuls ou en combinaisvec d'autres agents anticancérgux.

= Les inhibiteurs d’histones désaceétylases (HDACs)
Toutes les histones sont susceptibles d'étre a&estybur des résidus de lysine
spécifiques. La neutralisation de la charge pasitiv groupement NFide la lysine provoque
une diminution des contacts avec I'ADN chargé neégatent, et rend la chromatine plus
flexible. Deux familles d'enzymes influencent leseaux d'acétylation des histones : les
histones acétyltransférases (HATS) qui acétylestrdsidus lysine des histones et les histones
désacétylases (HDACSs) qui ont un réle opposé auXddAine hypoacétylation est associée a

la répression de la transcription des genes.

Le rble répresseur transcriptionnel des HDACs p&wé supprimé par certaines
molécules appelées inhibiteurs de désacétylasesnO&cules constituent actuellement un
grand espoir de traitement contre certains canégranhibant les HDACSs, ces inhibiteurs
provoquent l'arrét de la prolifération des celluleancéreuses, linduction de leur
différenciation et/ou leur mise en apoptdSees inhibiteurs de HDACs peuvent étre classés
en plusieurs catégories en fonction de leur stractules hydroxamates, les peptides
cycliques, les acides aliphatiques, les benzamieeses cétones électrophilés. La
trichostatine A (TSA) et le vorinostat qui est emape |1l d’essais cliniques dans plusieurs

cancers sont représentés ci-dessous et apparttenteefamille des hydroxamatés.

M. A. Dawson et T. Kouzaride€ell, 2012 150, 12-27.

18 p. Boseet al, Pharmacology & Therapeutic8014 doi: 10.1016/j.pharmthera.2014.04.004
193, M. Wagneet al, Clinical Epigenetics201Q 1, 117-136.

2 A. Grassadoniat al, Cancers 2013 5, 919-942.
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(0] (0] o)
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\'Il 0 H
Trichostatine A ou TSA Vorinostat

= Les inhibiteurs d®NA-méthyltransféras¢®NMTs)
La méthylation de I'ADN se produit principalememind des régions particulieres de
'ADN appelées régions CpG. Ld3NA-méthyltransférase€ONMTS) catalysent I'addition
d'un groupement méthyle provenant deSladénosylméthionine sur le carbone 5 d'une
cytosine. L'ADN méthylé peut fixer des protéinepepesMethyl-CpG-binding domain
proteinsqui a leur tour recrutent d'autres protéinesesetiue les HDACS, provoquant une

compaction de la chromatine et une répressioregpréssion du géene.

Les inhibiteurs de DNMTs peuvent étre classés amx agoupes : les inhibiteurs
nucléosidiques et les inhibiteurs non-nucléosidiques inhibiteurs nucléosidiques, comme
la 5-azacytidine, fonctionnent comme des analogleesiucléosides pouvant s'insérer dans
'ADN mais ne pouvant pas étre meéthylés. Les indibs non-nucléosidiques, comme la
procaine, inhibent les DNMT et empéchent ainsiidasdn des DNMT a I'ADN. Ces

inhibiteurs sont moins toxiques que les inhibitewrsléosidique&™??

NH,
N)%N o (

|
kN o] O/\/N\/
HO
o) H,N

OH OH

5-Azacytidine Procaine

Le processus cancéreux peut étre déclenché pamtdgactions protéine-protéine
dysfonctionnelles, telles que celle du dimere BakiB L'inhibition de Bax par Bcl-Zia la
formation d’hétérodiméres Bax-Bcl-2 inactifs proueq une insensibilité des cellules

tumorales face a la mort cellulaire.

ZLE, Lyko et R. BrownJournal of the National Cancer Instityt2005 97, 1498-1506.
%2 C. Groset al, Biochimig 2012 94, 2280-2296.
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La synthese de molécules capables de sensibiksecallules résistantes a I'apoptose
est actuellement en plein essor. Un criblage détepemolécules chimiques a permis
d’identifier un composé (ABT-737) capable d’inhibarliaison de Bax a Bcl-2. Ce composé

induit ainsi l'apoptose et sensibilise les cellulasmorales surexprimant Bcl-2 aux

chimiothérapies.
9 o 0

o @Q* %@O
)

Cl

IZ o

ABT-737

Conclusion

La chimiothérapie anticancéreuse est un traitermgotoxique systémique qui permet
d'atteindre les cellules cancéreuses quelle qudesoilocalisation dans le corps mais aussi
les cellules saines. Cela engendre de nombreusts effiecondaires, variables selon les
médicaments utilisés, dont les plus fréequents Bansuivants : chute des cheveux, nausées,
vomissements, fatigue et diarrhée. Afin de limides complications, la recherche actuelle en
cancérologie se porte sur le développement de momvagents anticancéreux plus sélectifs

des cellules tumorales. Ces nouvelles thérapientes améliorer la qualité et 'espérance de

vie des patients.

Notre travail de thése s’est essentiellement pgutécette derniere voie de recherche
avec la conception et la synthese de nouveaux @getitancéreux plus spécifiques agissant

sur des protéines kinases. Ces derniéres soninpéésalans le chapitre suivant.
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II. LES PROTEINES KINASES

1. Généralités sur les protéines kinases

Avec les phosphatases, les protéines kinasesle®rgrotéines les plus impliquées
dans les cascades d’événements intracellulairesz Cétre humain, 518 génes codent pour
des protéines kinases, ce qui correspond a 1,7¢édame. Ces protéines sont impliquées
dans de nombreux phénoménes biologiques comme ddifépmtion cellulaire, la
différenciation, l'angiogenése ou encore |'apoptoBdes forment une superfamille de
protéines dont les membres sont tres différentspate leur taille, leur localisation et leur

structure.

Ces enzymes agissent au niveau intracellulaireagsférant le groupement phosphate
vy de I'adénosine triphosphate (ATP) a certainesémmes qui peuvent ainsi interagir avec

d’autres molécules de signalisation une fois aesvgigure 5).

Substrat
Kinase
ATP
| \ Fixation | ) Fixation |
) - ATP % substrat * :
1
Phosphorylation
ADP () |
0 Q ay Q;f«‘
Libération [~ ) Libération
ADP .’ substrat "

Figure 5 : Mécanisme simplifié de phosphorylatloragles kinases
Adaptée de J. A. Ubersax et J. E. Ferrelf3r

Les protéines kinases peuvent étre classées eticioe leur site de phosphorylation.
Les sérine/thréonine kinases, plutdt cytoplasmigyéesphorylent des résidus sérine ou
thréonine tandis que les tyrosine kinases, plutémbranaires, phosphorylent des résidus

tyrosine. Les sérine/thréonine kinases représententon 85% des protéines kinases. Sur les

%], A. Ubersax et J. E. Ferrell Btature Reviews Molecular Cell Biolog8007, 8, 530-541.
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15% de tyrosine kinases, 65% sont des récepteamsniembranaires et 35% des protéines

cytoplasmique$?

2. Les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTKS)

La majorité des RTKs sont composés d'un domaineaestiulaire, d’'une partie
transmembranaire et d’'un domaine cytoplasmiqueecamit les sites catalytiques tyrosine
kinase. Les facteurs de croissance se lient au ideneatracellulaire et activent ainsi le RTK
qui régule de nombreux processus clés (prolifénatallulaire, survie, angiogenése, apoptose)
via différentes voies de signalisation qui seront tEymées par la suite (Figure 8°

Ligand
Facteur de croissance

f
RN e

v Récepteur & activité
(4 tyrosine kinase

Site catalytique
tyrosine kinase

[ Ras/Erk/MAPK M PI3K/Akt M JAK/STAT J

[ Prolifération cellulaire, survie, angiogenése, apdapse ]

Figure 6 : Schéma général des RTKs

A I'heure actuelle, il existe 58 RTKs difféerent®l@& la structure de leurs domaines
extra- et intracellulaires, ces récepteurs se rggpot en 20 familles. Parmi ces différentes
familles, on peut citer les récepteurs aux factelerscroissance de I'épiderme (EGFR), les
récepteurs a l'insuline (IR), les récepteurs awtefiars de croissance des plaquettes (PDGFR),
les récepteurs aux facteurs de croissance de fedélilon vasculaire (VEGFR) et les

récepteurs aux facteurs de croissance des fibtebl&SGFR).

24T, Hunter,Current Opinionin Cell Biology, 2009 21, 140-146.
M. K. Paul et A. K. Mukhopadhyaynternational Journal of Medical Scienc&904 1, 101-115.
% 3. R. HubbardProgress in Biophysics & Molecular Biology999 71, 343-358.
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Le domaine extracellulaire des RTKs est tres coxrepkd differe d’'un récepteur a un
autre. Il peut étre de type immunoglobuline, deetyjbronectine Ill ou encore riche en
cystéine. A l'inverse, lI'organisation du domaingracellulaire est commune aux différentes
familles. Ce domaine est composé d’une région jmeabranaire, d’'un domaine catalytique
tyrosine kinase et d’une région C-terminale (Figtir&
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Figure 7 : Schéma général des 20 familles de RPKs

2.2. Activation des RTKs

L’élément initial qui permet I'activation du RTK tela fixation du ligand au niveau
extracellulaire. Cette fixation conduit a la dins@&tion non covalente de deux récepteurs
identigues (homodimérisation) ou de deux récepteure la méme famille
(hétérodimérisation). Le complexe ligand-dimerenfér permet ainsi le rapprochement
cytoplasmique des domaines tyrosine kinase.

2" M. A. Lemmon et J. Schlessing€ell, 201Q 141, 1117-1134.
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Une des premiéres structures 3D d’'un domaine &idaposée a Rrotein Data Bank
(PDB) est celle de la protéine kinase cAPK. Ceile-&té co-cristallisée avec I'ATP et un
peptide substrat en 1993 par Zhengl (Figure 8

Brin g3

Hélice C

b /5

Lobe Nt pipion " N

clirmtre ¥ Gl s

" . "
ATP . & Monf DFG
/ Phergc
/¥ ——protéine substrat
M™~Boucle A

Lobe Ct

Figure 8 : Domaine catalytique de la protéine kirasAPK

Les domaines kinase des RTKs, comme celui ded&ipe cAPK, possédent une
structure bilobée constituée d’environ 270 acidemas. Le lobe N-terminal (Nt), constitué
d’environ 80 acides aminés, est formé d’'une hélicgotée hélice C) et de 5 feuillefis
antiparalleles. La boucle reliant les deux premiersllets est notée boucle P (boucle de
fixation du pyrophosphate). Ce lobe Nt est impligqiens l'interaction et I'orientation de
'ATP. Le lobe C-terminal (Ct) quant a lui est foend’environ 190 acides aminés et il est
principalement constitué d’hélices Le lobe Ct assure la reconnaissance et la liatkon
peptide substrat. Les lobes Nt et Ct sont sépanesne région charniere qui représente le site

principal d’interaction avec 'ATP. Cette régiont edle-méme subdivisée en quatre sous-

% Zhenget al, Biochemistry1993 32, 2154-2161.
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domaines : le domaine d’interaction avec 'ATPpteche de spécifité de la kinase, la boucle

d’activation et le site catalytique.

La phosphorylation du substrat se réalise dasgdecatalytique ou site actif situé dans
la région charniére. Le site catalytigue compreedxdooches : la premiére accueille 'ATP et
la seconde reconnait le substrat. La poche de natssance du substrat, formée par la boucle
A (boucle d’activation), est peu conservée d'uneake a une autre, c’est donc elle qui

contribue a la spécificité de I'enzyme.

La phosphorylation se fait par transfert du phosphade I'ATP vers un résidu
tyrosine du substrat. Pour cela, le positionnendentATP dans son site actif est crucial. Le
noyau adénine est localisé dans une cavité hydbmpabson orientation est stabilisée par des
liaisons hydrogéne avec la chaine principale déde&n charniere. Le groupement ribose est
guant a lui stabilisé grace a des liaisons hydregaec des résidus du lobe Ct. Enfin les trois
groupements phosphates sont alignés suite awadatitams qu’ils effectuent avec la boucle P

et avec quatre acides aminés hautement consemréslpa différentes kinases :

= unelysineg, stabilisée par des liaisons ioniques aveacide glutamiquede I'hélice C,

contribue au positionnement des phosphatetf3,

* unacide aspartiquesitué sur une séquence particuliere, la séquespePhe-Gly au
niveau de la boucle A, coordonne un ion métalligMe®") qui est nécessaire au

positionnement des phosphafesty,

*= un acide aspartiquesitué sur la boucle catalytique pourrait orierdteydroxyle du
substrat avant I'attaque ou favoriser la dissomiaéipres réaction.

Les principales interactions entre I'ATP et le sitatalytique d’'un RTK sont

représentées dans la figure suivante (Figufé¥).

23, A. AdamsChemical review2001, 101, 2271-2290.
30 J. A. Endicott et alAnnual Review of Biochemisti3012 81, 587-613.
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Figure 9 : Principales interactions entre I'ATP dé site catalytique d'un RTK

Une fois la phosphorylation terminée, 'ADP (adénesdiphosphate) et le substrat
phosphorylé sont relachés, ce qui permet I'activatie différentes voies de transduction

impliquées dans la prolifération cellulaire, la\sar la différenciation, la migration ou encore

'angiogeneése.

Difféerents modes de régulation permettent le céomtr@gatif de l'activité TK afin
d’éviter toutes conséquences néfastes, comme lelagement d’'un cancer. Parmi ces

phénomenes, I'endocytose et la déphosphorylatiomgtéent la régulation de I'activité TK.

Déphosphorylation Les phosphatases sont des enzymes qui fonwksltnaverse des
kinases. En effet, leur fonction est d’hydrolysarlibison ester phosphorique pour
libérer un groupement phosphate. Comme pour lessks on distingue les
sérine/thréonine phosphatases et les tyrosine phatasges. Les tyrosine phosphatases
modulent directement I'activité des RTKs en déphosplant les résidus tyrosine au

niveau de leur domaine activatetlr.

3L A. Ostman et F. D. BshmeFrends in Cell Biology2001, 11, 258-266.
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Endocytose La régulation négative de [lactivité TK peut $asftuer par

internalisation du récepteur dans des veésiculemddeytose. Dans I'endosome
précoce, le complexe ligand-récepteur peut étresodié puis redirigé vers la
membrane plasmique pour étre recyclé. Le complexs @galement étre transporté

vers I'endosome tardif pour &tre soumis & un pmese dégradation (Figure £6).

Endosome précoce Endosome tardif Lysosome

Figure 10 : Phénomene d’endocytose des récepteutsB® et ErbB2
Adaptée de B.P. Ceresa et S. L. Scfinid

L’activité enzymatique peut étre régulée par desapatres extérieurs qui empéchent

la fixation de 'ATP ou du substrat mais aussi lpatonformation inactive du domaine kinase

intracellulaire (régulation allostérique). A I'heuractuelle, deux conformations inactives du

domaine kinase ont pu étre caractérisées : la ooatmon inactive de I'hélice C et la

conformation inactive de la séquence Asp-Phe-G\DBG>*

La configuration inactive de la séquence DFGLa boucle d’activation ou boucle A
présente une séquence particuliere, la séquence Dé&f&ntation de cette séquence
est cruciale pour I'activation de certains RTKs denrécepteur c-Kit®> Dans I'état
inactif non phosphorylé, la triade DFG adopte urientation dite "DFG-out" ou la
phénylalanine bloque I'accés au site actif de I’AdiPoccupant une zone située entre
les poches réservées au noyau adénine et au riBosmverse, dans l'état actif
phosphorylé, le résidu Phe de la boucle A est eétfiet permet I'entrée de I'ATP
dans sa poch& La fonction de la boucle A peut-étre comparée Be ce’un

interrupteur.

32 .. Kuan Goh et A. SorkirGold Spring Harb Perspect Bid?013 doi: 10.1101/cshperspect.a017459.
%3 B.P. Ceresa et S. L Schmi@urrent Opinion in Cell Biology200Q 12, 204-210.

3 M. Huse et J. KuriyarGell, 2002 109, 275-282.

% R. RoskoskiBiochemical and Biophysical Research Communicafi2®85 338, 1307-1315.

% M. Linch et al. OncoTargets and Therapg013 6, 1011-1023.
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= La configuration inactive de I'hélice C Tout comme la boucle d’activation, I'hélice
C du lobe Nt peut adopter une configuration acét@ine configuration inactive. En
effet, dans de nombreuses kinases, I'hélice Ctpeater et changer de position suite
a la phosphorylation d'un ou plusieurs de ses ussiCe réarrangement modifie
I'orientation de résidus clés comme l'acide glutamei catalytique qui n’interagit plus
avec la lysine du site pour contribuer au posit@anant des phosphateset 3 de
ATP.%’

Aprés phosphorylation du domaine tyrosine kinasauttes tyrosines du récepteur
sont a leur tour phosphorylées. Celles-ci jouentle de site d’attache pour de nombreux
substrats, activant a leur tour, différentes vdiesnombreuses voies de signalisation peuvent
étre activées de maniére concomitante apres stimmldu récepteur par fixation du ligand.
Etant donné la multitude des voies de signalisatingendrées par I'activation des RTKs,
seules trois d’entre elles seront développéesrésapla voie des MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinases), la voie PI3K (Phosphatidylinds&dé<inase)/Akt et la voie JAK (Janus
Kinase)/STAT (Signal Transducers and Activator cdiscription).

Les tyrosines phosphorylées permettent le recruterde la protéine Grb2 qui est
reconnue soit grace a son domaine SH2, soit paietinédiaire de la protéine Shc. La
protéine Grb2 posséde un domaine SH3 qui permetcsanaissance par le facteur SG8n(
of SevenledsLe complexe Grb2-SOS formé interagit ensuitecdaeprotéine G Ras, ce qui
permet son activation grace a des réactions céesdpar les GAPETPases Activating
Protein). Cette activation de Ras engendre une cascadehagphorylations aboutissant a
l'activation de facteurs de transcription. Troisrisé/thréonine kinases sont activées
successivement : une MAP3 kinase (BRAF), une MAR2de (MEK), et une MAP kinase
(Erk). L'entrée de Erk dans le noyau permet de phos/ler et d’activer des facteurs de
transcription ou d’autres molécules nucléaires igudls dans laéplication de I'ADN
(Figure 11)%%°

37L. Palmieri et G. RastellDrug Discovery Today2013 18, 407-414.
¥ R. N. Jorisseet al, Experimental Cell Researcf003 284, 31-53.
39 M. C. Lawrenceet al,, Cell Research2008 18, 436-442.
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Ligand
Facteur de croissance

v Récepteur a activité
A tyrosine kinase

Figure 11 : Schéma simplifié de la voie des MitogAntivated Protein Kinases (MAPK)

Les altérations oncogéniques de cette voie sontoreuses. Il existe des mutations
activatrices de la protéine G Ras au niveau durcddo Ces mutations provoguent une perte
de l'activité GTPasique de la protéine, provoquamke suractivation de la voie de
signalisation. Les mutations de Ras sont fréquermmegcontrées dans les cancers et pres de
40% des cancers du c6lon présentent une mutatiesiniitations activatrices de BRAF sont
également détectées dans environ 15% des candersataux mais surtout dans 60% des

mélanomes malins. La mutation de BRAF la plus amgrast la mutation V600E.

2.42.b. La voie PI3K/Akt

Les RTKs contrélent le métabolisme des phosphddpi comme les
phosphatidylinositols, I'acide phosphatidique etcide arachidonique. lls peuvent activer
directement la protéine PI3Rlosphatidylinositol-3-Kinagaléclenchant la voie PI3K/Akt.

La voie PI3K/Akt est une voie de transduction jauam rdle majeur dans la
croissance laprolifération et lasurvie cellulaire. Les enzymes PI3K sont des hétérodimeéres,
constitués d’'une sous-unité régulatrice (p85) ahd’sous-unité catalytique (p110). La sous-
unité p85 permet l'activation de la PI3K avec lgsosines phosphorylées grace a son
domaine SH2. L’activation de la PI3K peut égalemsatfaire de maniere indirecte par
lintermédiaire de la protéine Ras qui se lie &das-unité catalytique p110. Une fois activée,
la PI3K génere un phospholipide membranaire, le 2P{Phosphat-idylinositol-4,5-
biPhosphatg qui donne a son tour le PIPBhosphat-idylinositol-3,4,5-triPhosphateUn
contr6le inhibiteur de I'activité de la PI3K estesftué par la PTENRhosphatase and TENsin
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homologug qui déphosphoryle le PIP3 en PIP2. Son inactivagist associée a la progression
de divers cancefd.Le PIP3 sert de ligand pour recruter la protéiké dui est transloquée a
la membrane et mono- ou diphosphorylée par lesneféinréonine kinases PDK1
(Phosphatidylinositol 3-Dependent Kinas¢ df PDK2 Phosphat-idylnositol-3-Dependent
Kinase 3. La protéine Akt a pour cible de nombreuses megd’aval dont mTOR et BAD
(Figure 12)4243

Ligand
Facteur de croissance

v Récepteur a activité
A4 tyrosine kinase

Figure 12 : Schéma simplifié de la voie PI3K/Akt

La sérine/thréonine kinase mTOR posséede un roleatetans la croissance cellulaire
et I'apoptose, mais également dans l'angiogeneseorale. En effet, mTOR régule la
production de HIF Hlypoxia Inducible Factdrqui joue un réle clé dans I'angiogenése en
stimulant la production de facteurs de croissancence le VEGF et le PDGF.

2.4.c. La voie JAK/STAT

La famille des tyrosine kinases cytoplasmiques Ja&hus Kinasgest composée de
guatre protéines, JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2, qujutent I'expression de génes impliqués

dans lgprolifération et ladifférenciation cellulaires.

“0B. H. Jianget al, Biochimica et Biophysica Act£008 1784, 150-158.
L. Vivanco et C. L. Sawyer§ature Reviews Cance2002, 2, 489-501.
“2K. Kok et al, Trends in Biochemical Scien¢@909 34, 115-127
“3L.C. CantleyScience2002 296, 1652-1657.
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L’activation des JAK stimule la phosphorylation desotéines STAT Signal
Transducers and Activator of Transcriptjoqui induisent la transcription de genes cibles.
Sept protéines STATS sont actuellement identif(88AT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b et 6). Le domaine
SH2 des STAT permet la liaison des STAT sur leglosstyrosine phosphorylés du récepteur
activé. Le domaine SH2 permet aussi la formatiodideres (homodimeres et hétérodimeéres)
entre les protéines STAT activées. Les diméreséctde STAT migrent ensuite dans le
noyau nucléaire pour stimuler des génes spécififfigare 13)***°

Ligand
Facteur de croissance

v Récepteur a activité
A tyrosine kinase

Figure 13 : Schéma simplifié de la voie JAK/ISTAT

Plusieurs RTKs sont capables d’activer, et mémsudactiver ces différentes voies de
signalisation. Parmi eux, nous nous sommes pluscpbérement intéressés aux récepteurs
EGFR, c-Kit, VEGFR et PDGFR. En effet, de par lsurexpression dans plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses, leur inhibition constilne stratégie thérapeutique de choix pour le

développement de nouveaux agents anticancéreux.

4D, A. Frank,Molecular Medicine1999 5, 432-456.
4 A. P. Costa-Pereiret al, American Journal of Cancer Reseas&011, 1, 806-816.
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3. L'Epidermal Growth Factor ReceptdEGFR)

L’EGFR appartient a la famille des récepteurs HriER a activité tyrosine kinase.
Cette famille fait I'objet de nombreuses étudesfaiti de sa surexpression dans plusieurs

lignées cellulaires cancéreusés.

Les genes HER codent pour des récepteurs transrapaites dénommés HER1
(ErbB1 ou EGFR), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) et HE@4bB4). Chaque récepteur lie

des ligands spécifiques tels que I'épirégulineGIFEou encore I'amphiréguline (Figure T4).

HB-EGF EPI p-Cell
TGFa EGF AR

\ J NRG
vVvy v

TGF-a : Transforming Growth Ffactos ; AR : AmphiRéguline EPI : EPIréguline
HB-EGF : Heparin-Binding EGE B-Cell : bétaCelluline NRG : NeuReGulin

Figure 14 : Récepteurs ErbB/HER a activité tyrosikinase

Les récepteurs transmembranaires HER appartiermédat classe | des RTKs. lls
possédent une structure a chaine simple, de taitiable, composée de trois domaines : une
région extracellulaire constituée du domaine N-teaiet impliquée dans la reconnaissance
du ligand, une région hydrophobe transmembrandirane région intracellulaire portant

I'activité catalytique. Leur mécanisme d’action@ep sur la phosphorylation de leur domaine

“®R. Jr. RoskoskiBiochemical and Biophysical Research Communicai2®84 319, 1-11.
“"N. E. Hynes et G. MacDonal@urrent Opinion in Cell Biology2009 21, 177-184.
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catalytigue qui initie de nombreuses voies de digaigon comme la voie PI3K/Akt
impliquée dans la stimulation de la croissanceutaite *®

Du fait de sa surexpression a la surface de norabsecellules tumorales, nous nous
sommes plus particulierement intéressés au prem@nbre de la famille des récepteurs
HER : le récepteur EGFR. Ce récepteur a été dédoewnel980 par I'équipe du Docteur
Stanley Cohen.

3.2. Structure de 'EGFR

Le gene codant pour le récepteur EGFR est situéesthromosome 7. Il code pour
une glycoprotéine transmembranaire de 170 ¥Da domaine extracellulaire, également
appelé ectodomaine est constitué d’environ 620eacianinés chez 'homme. Cette région est
subdivisée en quatre domaines, de DI a DIV. Ces aflees sont parfois appelés
respectivement L1, CR1, L2 et CR2. Les domainestl12 sont analogues a un domaine du
récepteur de I'IGF1lIQsulin-like Growth Factor ), un autre récepteur a activité tyrosine
kinase. Les domaines CR1 et CR2ys¢tein-rich) sont caractérisés par leur abondance en
résidus cystéine. La région transmembranaire estconrte séquence de 23 acides amines,
principalement caractérisée par sa grande hydropkébLa région intracellulaire est
composée du domaine juxtamembranaire, du domairesdiet du domaine C-terminal riche

en sites de phosphorylatidh.

La région extracellulaire du récepteur permeteleonnaissance de plusieurs ligands.
Les ligands spécifiques de 'EGFR sont 'EGF, leFr&(Transforming Growth Factar) et
'amphiréguline. L’épiréguline, I'HB-EGF Heparin-Binding EGF et la bétacelluline
reconnaissent 'EGFRnhais aussi le récepteur HER4. Ces différents ligasaht synthétisés
sous forme de précursetnansmembranaire. L’action de certaines enzymesa{loprotéases
ou protéases) permet le clivage du précurseurlétdeation du facteur de croissance soluble

et mature.

8 A. Okineset al, Nature Reviews Clinical Oncolog8011, 8, 492-503.
9 M. Fickova,Endocrine Regulation®002 36, 87-93.
0 R. Doriset al., Journal of Oncolog®01Q 1-20.
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BN

L’EGF est synthétisé a partir d’'un précurseur tna@sbranaire de 1207 acides
aminés, le préproEGF. Ce dernier est formé dedaestce de 'EGF de 53 acides aminés, de
huit domaines EGF-like et d’'une région hydrophofsugant son ancrage membranaire.

L’EGF est un peptide comportant six cystéines fartaois ponts disulfure. Cette
organisation favorise la formation de trois bouc{@s B, C) (Figure 15a). La structure
cristalline du peptide laisse apparaitre la préselecdeux sous-domaines. Le sous-domaine N
est formé de I'enchainement des 32 premiers acdesés et il est organisé en feuillgts
antiparalleles. Le sous-domaine C (résidus 33 &58brganisé en feuillefsparalléles et il

est formé de la boucle C et du segment C-termiiglfe 15b).

Boucle B

Boucle C

b /

Figure 15 : Structure primaire (a) et structure tlimensionnelle (bg de 'EGF
Adaptée de C. McInnes et B. D. Sykesde H. Ogiso et af.

Boucle A

3.4. Activation de 'EGFR

Fixation de 'EGF sur I'ectodomaine de 'EGFR etnérisation
La fixation du ligand EGF sur le récepteur perntet passage de la forme

monomeérique auto-inhibée inactive a une forme dipér active. En effet, en absence de
ligand, le récepteur reste sous forme inactive mmar@ue. Les domaines riches en résidus
cystéine CR1 et CR2 interagissent grace a desotiaidhiydrogéne intramoléculaires et
contraignent le récepteur dans une conformatios tiquelle seul le premier domaine L1 est
accessible au ligand. Ce domaine L1 présente tile &finité pour le ligand.

L C. Mclnnes et B. D. SykeBjopolymers1997, 43, 339-366.
*2H. Ogisoet al, Cell, 2002 775-787.
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En présence de ligand, la fixation de ce dernienigeau du domaine L1 entraine la
rotation des domaines L1 et CR1. La rotation duaomL1 induit une haute affinité pour le
ligand. La rotation du domaine CR1, quant a elteypque I'éloignement des domaines CR1
et CR2 suite a une rupture de l'interaction CR1-CR2 sein du dimere, les interactions se
font exclusivement entre les récepteurs, sollititas domaines CR1 et CR2 de chacun. Les
interactions entre le ligand et le récepteur sgaleément indispensables et sont assurées par

les domaines L1 et L2 propres a chaque réceptéyur@=16).

CR1

Kinase inactive Kinase active

Figure 16 : Représentation schématique de I'activat de 'EGFR par I'EGF
Adaptée de E. M. Bublil et Y. Yardén

Interaction entre le ligand EGF et 'EGFR

L’EGF établit des interactions hydrophobes entoéstde ses acides aminés (Met
lleos et Leyg) et les chaines latérales des résidus appartenadomaine L1 de 'EGFR
(Lewq, Tyrss, Lewsg et Lews) (Figure 17 a). D’autres interactions entre 'E&He domaine
L2 du récepteur sont connues : les résidus;sTet Leys réalisent des interactions
hydrophobes avec des résidus du domaine L2 dutstoefVakso et Phesy) ; et le résidu
Args: du ligand établit un pont salin avec la chainértde de I'Aspss (Figure 17b). Enfin, les
chaines latérales des résidus du domaine L2 dd=FE&bnt impliquées dans des interactions

hydrophobes avec la Leude 'EGF. Sur la figure 17c¢, on peut également qoie le résidu

>3 E. M. Bublil et Y. YardenCurrent Opinionin Cell Biology 2007, 19, 124-134.
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Glnggs de 'EGFR interagit par des liaisons hydrogenecaleux résidus du ligand (Glnet
Argss).

¥, Domain 11

Domainl )5 R

Qr_ N 'J.l{ dla .j' ._'|

Figure 17 : Représentation schématique de I'acticat de 'EGFR par I'EGF
Adaptée de H. Ogiso et 4.

Activation du domaine kinase intracellulaire

La fixation du ligand, suivie de la dimérisatioa deux monomeres d’'EGFR permet
I'activation du domaine kinase intracellulaire. @& nier est alors capable de phosphoryler un
substrat possédant une tyrosine par I'intermédderBATP >*

Le récepteur EGFR posséde au niveau de sa régiantr@cellulaire des sites de
phosphorylation qui lui sont propres. Ainsi, il pectiver différentes voies de signalisation
dont : la voie Ras/Raf/MAPK, les voies du métabobésdes phospholipides (la voie PLEX
la voie PI3K/Akt), la voie JAK/STAT et la voie Sikdnase. Ces voies impliquées dans la
prolifération, la survie et la différenciation cellulaire sont suractivées lors du

développement du cancer suite a la dérégulatidt G&R.

4. Stamoet al, Journal of Biological Chemistn2002 277, 46265-46272.
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De maniere physiologique, différents mécanismds tgie I'endocytose ou la
déphosphorylation contribuent a la régulation nggate I'EGFR. Cependant, lors du
développement tumoral, ces processus de dégradsmiondiminués voire absents ce qui
permet une suractivation de 'EGFR. De plus, utatemombre de mutations ponctuelles ou
de délétions peuvent survenir au niveau du domd&inase engendrant une ouverture

permanente de la poche et aboutissant a I'activatimstante du récepteur.

Le récepteur EGFR est présent a la surface deslesltle plusieurs organes sains.
Parmi les organes qui expriment le plus 'TEGFR pent citer la muqueuse orale, la peau, la
prostate, le placenta et les amygdales. A un tdus faible, 'EGFR est présent dans la
majorité du tractus digestif et dans [I'appareil roglucteur de I'homme d(apres

http://www.proteinatlas.org

Des taux élevés d'EGFR et de ses ligands (EGF &-d)&®nt été identifiés en tant
gue marqueur commun dans plusieurs types de cahcemblent favoriser la croissance de
tumeurs solide¥> L'EGFR est particuliérement surexprimé dans leeess suivants : cancer
de la téte et du cou, cancer du sein, cancer deskie, cancer de |'ovaire, cancer rénal, cancer
du cdlon et dans le cancer du poumon La surexprese 'EGFR (due a une amplification
génique ou a stimulation autocrine) favoriseraitciEncérogenése par stimulation de la
prolifération cellulaire des cellules cancéreudgdes cellules normales expriment en
moyenne entre 4.£0et 1.10 récepteurs par cellules alors que les cellulesotates en
présentent plus de 28@u niveau membranaifé.L'inhibition de 'EGFR est donc une
stratégie de choix pour cibler les cellules tumesadt pour lutter contre la prolifération des

cellules cancéreuses.

®D. S. Salomoret al, Critical Reviews in Oncology/Hematolqdy@95 19, 183-232.
% R. Nicholsoret al, European Journal of Cancg2001, 37, 9-15.
°"C. Yewaleet al, Biomaterials 2013 34, 8690-8707.
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4. Le Stem Cell Growth Factor Receptau le récepteur c-Kit

L'oncogéne viral v-Kit (kilen : chaton) a été identifié dans le rétrovirds félardy-
Zuckerman 4 Feline Sarcoma Viren 1986. La découverte de cet oncogéne a permis
d'identifier son homologue cellulaire, le proto-ogéne c-Kit chez 'Homme. Ce dernier,
découvert en 1987, code pour un récepteur transnae@ibe appartenant a la classe Ill des
RTKs. Le récepteur c-Kit est également connu seusdm SCFR pouStem cell growth
factor receptorou encore CD117.

Ce récepteur a une masse de 145 kDa et est cénd&t@76 acides aminés dont 519
constituent le domaine extracellulaire, 23 le doreairansmembranaire et 434 le domaine
intracellulaire. Le domaine extracellulaire esinfiérde 5 domaines d'immunoglobulines (D1-
D5), les domaines D1 a D3 constituent le pointtd@te du ligand SCFS{em Cell Factgret
les domaines D4 et D5 sont essentiels pour la datéon du récepteur (Figure 18)>°
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transmembranaire
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Domaine tyrosine kinase

intracellulaire COOH

Figure 18 : Schéma simplifié de I'organisation steturale du récepteur c-Kit
Adaptée de J. Liang et &.

Quatre isoformes du récepteur c-Kit ont été carséés a ce jour. Au niveau du
domaine extracellulaire, la séquence s@PAsns11-AsnsirLyssis notée séquence GNNK,
n'est pas toujours présente dans la structuré@ckepteur. On distingue donc les récepteurs c-

%8 . Reberet al, European Journal of Pharmacolog006 533, 327-340.
%9 C. E. Edling et B. Hallbergnternational Journal of Biochemistry & Cell Biolgg2007, 39, 1995-1998.
€07, Lianget al.,International Journal of Biological ScienceX)13 9, 435-443.
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Kit GNNK+ possédant cette séquence et les récepteHiitA GNNK- ou cette séquence est
absente. Ces deux isoformes ont des activitésdiples différentes, c’est I'isoforme GNNK-
qui est principalement exprimées dans différentdhiles tumorale§! Une différence peut
egalement étre observée dans le domaine inter&kinascellulaire. La présence ou I'absence

d'un résidu sérine en position 715 permet d’idemtdes récepteurs c-Kit Sey+/-.

Le ligand SCF pourStem Cell Factgr également appelé ligand c-Kit, est un
facteur de croissance qui existe a la fois soumdarransmembranaire et sous forme soluble.
Il joue un réle dans la prolifération cellulaire, migration, la survie et la différenciation des
progéniteurs hématopoiétiques, des mélanocytéesatellules germinales.

Les deux isoformes transmembranaires du SCF {S@F SChg) présentent un
domaine extracellulaire, un domaine transmembraraiune région intracellulaire. Les deux
isoformes ne different que par leur exon 6. Le & PBlus long, est clivé par des protéases
pour générer le SGEs soluble, tandis que la forme plus courte (SFreste liée a la
membrane. La forme membranainaSCFRyq) et la forme solublesECFgs) se lient au

récepteur c -Kit sous forme de dimére pour actbegr activité tyrosine kinase (Figure 19).
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Figure 19 : Représentation schématique des difféesisoformes du SCF
Adaptée de J. Lennartsson et L. Rénnstfand

®LF. Guerriniet al, Leukemia2007, 21, 2056-2058.
2. Lennartsson et L. Rénnstrafdhysiological Review®012 92, 1619-1649.
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Fixation de ligand SCF sur I'ectodomaine de c-Kit

L'activation de c-Kit, comme celle des RTKs, néttesta dimérisation de deux
récepteurs. Au cours des dix derniéres années,mpertante augmentation des données
structurales de c-Kit combinée aux données bioahies, a permis une description détaillée
du processus d’activation du récepteur. Il a étéaldré que seuls les trois premiers domaines
d'immunoglobulines (D1, D2 et D3) étaient nécessapour lier le SCF comme le montre la
Figure 20. Chaque molécule de SCF se lie doncraamomeére de c-Kit par contact avec les
trois premiers domaines dimmunoglobuline de c-Ki€Cette région D1-D3 est
structurellement intacte lors de la liaison dutigdaCependant, les deux domaines D4 et D5
les plus proches de la membrane plasmique subissentéorientation significative afin de

positionner correctement les deux monomeres de peir la transphosphorylation.
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Figure 20 : Représentation schématique de I'actizat de c-Kit par le SCF
Adaptée de E. Laine et .

Interaction entre le ligand SCF et c-Kit

Le ligand SCF peut se lier au récepteur c-Kit areai de 3 sites (Figure 21) :

= Site |I: Dans cette hypothese, le SCF est aligné perpaliatiement au domaine
d'immunoglobuline D1. Les acides aminés Asfiluzs et The, du domaine D1 sont
trés proches des résidus bys Sefioio et Pheyyo du SCF (distance inférieure a 8 A),

cependant aucune interaction spécifique n’a pudéfieie a ce jour.

3 E. Laineet al., PLoS Computational Biologg011, 7, 1-20.
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= Site II: Trois résidus du domaine D2 (T34 Argisi et Lysos) forment des liaisons de
type hydrogéne avec les acides aminés suivant®izARSs10, ASfas Sers530, et
Thrs7odu SCF.

= Site lll : Le segment N-terminal du SCF interagit avecdmadine d'immunoglobuline
D3. Les liaisons hydrogéne se forment entre lanehkitérale (Asfyg) du SCF et les
résidus Sek;, Aspeso et Trpes2 du domaine D3.
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Figure 21 : Interaction entre le SCF et c-Kit au wéau des domaines D1, D2 et D3
Adaptée de S. Yuzawa et?al.

Activation du domaine kinase intracellulaire

Apres fixation du ligand, dimérisation et rapprotieat cytosolique, plusieurs résidus
tyrosine du récepteur sont phosphorylés suiteciVaion du domaine kinase : les tyrosines
568 et 570 de la région juxtamembranaire ; lessipes 703, 721 et 730 de la région inter-
kinase ; les Typs et Tywoodu domaine kinase et la Eyg de la partie C-terminaf&,°® Ces
résidus activent les voies PLCPI3K/Akt, JAK/STAT et MAPK qui conduisent a la
croissance ladifférenciation et lasurvie des mastocyte®.

%S, Yuzaweet a.l,Cell, 2007, 130, 323-334. Cell
5. Lennartssoat al, Stem Cells2005 23, 16-43.
3. Lennartsson et L. Rénnstrafdhysiological Review®012 92, 1619-1649.
57 A. M. Gilfillan et C. TkaczykNature Reviews Immunolog300§ 6, 218-230.
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L’activité du récepteur c-Kit est régulée par diffiétes voies. Aprés activation, le
complexe c-Kit/SCF est transporté vers le lysosomnd est dégradé. L'activité kinase de c-
Kit est également régulée négativement par l'inéglimire de la phosphatase SHpSHR

phosphatase domain-containinydui déphosphoryle le résidu tyrosine Y570.

Le récepteur c-kit est exprimé dans certaines tsires uniguement pendant leur
développement comme le placenta, le septum du desureins, le tube neural, le foie et les
poumons. Le c-kit et son ligand sont aussi exprind@éms le cerveau en cours de
développement ainsi qu’'a l'état adulte. Au stadeltad le récepteur c-kit est exprimé
uniquement par les structures constituées de masto(derme, tractus respiratoire, gastro-
intestinal et urinaire), par les mélanocytes aing par les cellules épithéliales glandulaires
mammaires, les glandes oesophagiennes et les glanderipares.

Outre son expression dans les cellules sainescépteur c-Kit est également présent
a la surface de certaines cellules tumorales. Het,efine étude de 2012 a démontré
'expression de c-Kit dans différents types de turaeD’aprés cette étude, le récepteur c-Kit
est fortement exprimé dans les GIS3aétro Intestinale Stromal Tumoet les cancers du
testicule (seminomes). On retrouve également spresgion mais de maniere moins élevée

dans les mélanomes malins, les carcinomes pulnemneires cancers du sein.

Prés de 95% des GIST expriment le récepteur ciKitee mutations du gene c-Kit
sont identifiees dans 80% des cas environ. Dansagndeux tiers des cas, les mutations
concernent le domaine juxtamembranaire du récefgson 11) qui a pour fonction d’inhiber
la dimérisation du récepteur en I'absence de sgend. Des mutations dans cette région
entrainent donc une perte de cette fonction etdimérisation du récepteur indépendante du
ligand®® D’autres mutations sont présentes dans la plupestGIST : elles concernent le
PDGFRe dont la famille est décrite ci-aprés. L’inhibitiolu récepteur c-Kit est une stratégie
actuellement utilisée dans les GIST et a I'étudasdplusieurs cancers. Ce récepteur se

présente comme une nouvelle cible pour la concepmgents anti-cancéreux innovants.

% R. RoskoskiBiochemical and Biophysical Research Communicafi2®85 338, 1307-1315.
%9 A. W. Behamet al, International Journal of Colorectal Diseas2012 27, 689-670.
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5. Le Platelet-Derived Growth Factor Recept@PDGFR)

La découverte du PDGF et de ses récepteurs endEZttile d’études montrant que la
croissance des fibroblastes et des cellules musesilisses était stimulée par un facteur

provenant des plaquettes sanguines (d'ou la noatarel:Platelet-Derived-Growth

La famille des ligands PDGF se compose de quathgppptides, notés PDGF-A,
PDGF-B, PDGF-C et PDGF-D. Les quatre types de PDfBRtiennent une séquence
hautement conservée d'environ 100 acides aminé&e mmmaine PDGF/VEGF. Le méme
motif structural se retrouve également dans lalfardies facteurs de croissance VEGF. Ce
domaine est caractérisé par un « nceud cystéingligird dans les liaisons disulfure inter- ou
intra-dimere. En effet, chaque ligand PDGF fonat®rsous forme d’homodimere (PDGF-
AA) ou d’hétérodimeére (PDGF-AB) stabilisés graceea liaisons disulfure’S.

L’homodimére PDGF-BB a été cristallisé en 1992. Hesix sous-unités du dimére
sont disposées de facon anti-paralléle, et chagus-@nité est principalement constituée de

feuillets anti-paralléles (Figure 22).

Figure 22 : Structure tridimensionnelle d’'un dimérde PDGF-BB
Adaptée de L. Fredriksson ef4l

Les récepteurs au PDGF appartiennent a la classgesl RTKs, tout comme le

récepteur c-Kit. Chaque récepteur comporte cingaioes d'immunoglobuline au niveau

0. Fredrikssoret al, Cytokine & Growth Factor Review8004 15, 197-204.
> C.Oefneret al, The EMBO Journall992 11, 3921-3926.
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extracellulaire, un domaine transmembranaire edlamaine intracellulaire composé par une
région tyrosine kinase séparée par une courte séqueeptidique. On distingue deux types
de récepteurs au PDGF : le récepteur PDGF&- le récepteur PDGFR- Les chaines
polypeptidiqgues du PDGF se lient aux récepteurs ales affinités différentes. Ainsi, les
ligands PDGF-AA, -AB, -BB et -CC induisent une hatimoérisation des récepteurs PDGFR-

a ; les ligands PDGF-AB, -BB -CC et -DD induisenteumétérodimérisation des récepteurs
PDGFRep ; et les ligands PDGF-BB et -CC induisent une hdimérisation des récepteurs
PDGFR$p (Figure 23)2
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Figure 23 : La famille des récepteurs PDGFR a adtéstyrosine kinase
Adaptée de R. V. Hoch et P. Sori%ho

Grace a la liaison du ligand sous forme dimériquer des domaines
d'immunoglobuline D2 et D3 du récepteur, la dimatien des deux monomeres de PDGFR
active les domaines tyrosine kinase qui a leur ptnarsphorylent plusieurs résidus tyrosine au
niveau cytoplasmiqué®'™* Ces résidus phosphorylés créent des sites d'‘acooei les
protéines adaptatrices de signalisation qui initien transduction du signal. Les deux
récepteurs peuvent activer de nombreuses voiegadeduction, dont les voies MAPK,

PI3K/Akt et PLG engendrant larolifération , lamigration et ladifférenciation.

"2R. V. Hoch et P. Sorian®evelopment2003 130, 4769-4784.
3 A.Hye-Ryong Shinet al, Proceedings of the National Academy of Scien2€40Q 107, 11307-11312.
. D. Kellyet al, Journal of Biological Chemistry1991, 266, 8987-8992.
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On distingue essentiellement deux mécanismes ddatémn de I'activité tyrosine
kinase du PDGFR. L'activité TK peut-étre immédiaémnatténuée apres fixation du ligand.
En effet, lorsque le PDGF induit la phosphorylatides tyrosines du récepteur il y a
simultanément une activation de la tyrosine phosgeaSHp-2 $H2 phosphatase domain-
containing 3 par le récepteur. Cette derniére se lie au réceppar son domaine SH2, et le
déphosphoryle, ce qui se traduit par une inactivatiu récepteuf La liaison du ligand peut
également induire l'internalisation du complexatid/récepteur qui est alors dirigé vers les

lysosomes pour subir un processus de dégrad3tion.

De maniere physiologique, les récepteurs au PDGI axprimés au niveau de la
moelle osseuse, des monocytes, des mégacaryooyess, fibroblastes, des cellules
endothéliales, des cellules gliales et des ostétd#da

La surexpression et la suractivation du PDGFR setrouvées dans différentes
pathologies comme les maladies vasculaires, lessi#s et le cancéf.En se fixant sur leurs
récepteurs, les facteurs de croissance de la &amhill PDGF stimulent la prolifération des
cellules tumorales par un mécanisme autocrine.pdanettent aussi le recrutement de
différents types de cellules stromales par un méoan paracrine, favorisant ainsi
l'angiogenese. Parmi les tumeurs causées partdegtians génétiques du récepteur PDGFR,
on peut citer les glioblastomes (surexpressionédepteur PDGFR), les GISTs (mutation

ponctuelle du PDGFR) et les leucémies myéloides (translocation FIPROGFRe). 8798

> A. Jazayeret al,, Experimental Cell ResearcR00Q 254, 197-203.

°K. Kawadaet al, Molecular and Cellular Biology2009 29, 4508-4518.

7 C. H. Heldin,Cell Communication and Signaling013 11, 97.

8 K. Motomuraet al, Journal of Neuropathology and Experimental Neurg|®13 72, 61-66.
9 C. L. CorlessJournal of Clinical Oncology2005 23, 5357-5364.

8. Gotlibet al, Blood, 2004 103, 2879-2891.
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6. La famille des récepteurs au VEGF

La famille VEGF stimule la prolifération, la surviet la migration des cellules
endothéliales. C’est une famille de glycoprotéic@sprenant plusieurs membres : le VEGF-
A, B, C et D ainsi que le PIGF potacental Growth Factarll existe également deux
formes plus rares du VEGF : le VEGF-E et F. Le matadir majeur de I'angiogenése tumorale

est le VEGF-A nommé classiquement le VEGF.

Le VEGF est une glycoprotéine homodimérique de 2€iles aminés dont le géne
comprend 8 exons. Par épissage alternatif des éxehg, plusieurs transcrits sont générés et
les peptides produits different par leur capacié lidison a I'héparine. Les différentes
isoformes sont nommées en fonction du nombre dacidminés qui les composent :
VEGF21, VEGF5 VEGR4s VEGHRg,; VEGFggs; VEGFRgs; VEGRgy et VEGFR g6 (Figure
24). Le VEGHRgsest I'isoforme majoritairé*®
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Figure 24 : Isoformes du ligand VEGF
Adaptée de S. A Emieg T. Kried®

Le VEGF est un peptide contenant de nombreusesotiai hydrogene induisant un
total de 7 bandeB (B1 ap7) et de 2 hélices (al eta2). Il est constitué d'un feuillef

8L . Claesson-Welsh et M. Welsbpurnal of General Internal Medicin@013 273, 114-127.
825, A Eminget T. Krieg,Journal of Investigative Dermatology Symposium Beatings2006 11, 79-86.
8 H. Royet al, FEBS Letters2006 580, 2879-2887.
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antiparallele centralp@) et peut étre séparé en deux paires de bgh@dsap3 etp5 ap6).
Le noeud de cystéine est constitué de plusieurs plisllfures et joue un réle important dans

le maintien du monomére ou du dimére (Figure ¥5).
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Figure 25 : Structure tridimensionnelle d'un monomé et d’'un dimére de VEGF
Adaptée de Y. A. Muller et 4.

L’'action des ligands de la famille du VEGF passe pae interaction avec des
récepteurs de la classe V des RTKs dont le VEGHRtL Flt-1), le VEGFR-2 (ou
KDR/FLK-1) et le VEGFR-3 (ou Flt-4). Plusieurs irketions spécifiques ont été décrites : le
VEGF-A se lie aux VEGFR- 1 et -2; le PIGF et le ™EB se lient exclusivement au
VEGFR-1; et les VEGF-C et -D se fixent aux récepgeVEGFR-2 et -3 (Figure 26). Le
VEGF-A, le VEGF-B et le PIGF sont nécessaires fadmation de vaisseaux sanguins, tandis

que les formes C et D du VEGF sont essentielles ladymphangiogené<g:®°

Les récepteurs VEGFR sont constitués d'un domakteaeellulaire de 750 acides
aminés organisé en sept domaines d'immunoglobubrams la structure du VEGFR-3, le
cinquiéme domaine de type immunoglobuline est rao®lpar un pont disulfure. Les
domaines 2 et 3 d'immunoglobuline constituent te sie fixation du ligand. Les domaines
transmembranaires des trois récepteurs sont areagupermettent I'ancrage des récepteurs
au niveau membranaire. Le domaine intracellulaige tEcepteurs au VEGF est composé

d’'une région juxtamembranaire, d’'une région tyreskinase interrompue par un court

8y. A. Muller et al, Proceedings of the National Academy of Sciencéseaf/SA1997, 94, 7192-7197.
8 T, Tammelzet al, Cardiovascular Resear¢005 65, 550-563.
8 C. Ruiz De Aimodovaet al, Physiological Review£009 89, 607-648.
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peptide de 70 acides aminés et d'une séquencenppitsieurs résidus tyrosine impliqués

dans le recrutement de molécules de signalisfion.

sVEGFR-1

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Angiogenese Lymphangiogenése

Figure 26 : La famille des récepteurs VEGFR a adté/tyrosine kinase
Adaptée de S. Cébe-Suarez éfal.

Le VEGFR-1 est surexprimé dans les cellules endothélialeswaises mais
egalement non endothéliales (cellules hématopoigtignacrophages et monocytes). Grace a
sa forte affinité pour le VEGF, ce récepteur jonadle de régulateur en cas de surexpression
du facteur de croissance. En effet, contrairementéaepteur VEGFR-2, VEGFR-1 a une
faible activité de phosphorylation tyrosine kinemgres stimulation du VEGF. VEGFR-1
régule donc négativement l'action du VEGF en agissmmme un leurre (la fixation du
ligand ne provoque pas ou peu d'effét).e récepteuVEGFR-2 est surexprimé a la surface
des cellules tumorales de nombreux cancers etalleses endothéliales. Ce récepteur est I'un
des principaux médiateurs des effets mitogenesjogégiques et de la perméabilité
vasculaire® Le VEGFR-3 est exprimé dans les cellules endothéliales lyrigies et joue

un réle important dans la prolifération, la migoatiet la survie de ce type de cellule.

Les Neuropilines NRP-1 et NRP-2) sont des glycoprotéines de 120 et 140 kDa

exprimées dans une grande variété de tissus adoltegins. lls agissent comme co-

87 A.-K. Olssonet al, Molecular Cell Biology2006 7, 359-371.

83, Cébe-Suarezt al, Cellular andMolecular Life Science®006 63, 601-615.
8'D. M. Robertet al, American Journal of Patholog2004 164, 1531-1535.
% K. Holmeset al, Cellular Signalling 2007, 19, 2003-2012.
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récepteurs de la famille VEGFR. Chaque NRP segdécifiquement a un récepteur de la
famille : la NRP-1 se dimérise préférentiellememé@VEGFR-1 et -2 alors que NRP-2 se
dimérise avec VEGFR-%.

6.3. VEGFR et cancer

L’expression de cette famille de récepteurs esefoent représentée dans I'organisme.
Ces récepteurs sont en effet présents dans lesleselendothéliales, lymphatiques et
hématopoiétiques et sont indispensables au mainlésn systemes vasculaires de notre
organisme. La dérégulation de cette famille a upaich majeur dans I'organisme et conduit a
des phénomenes pathologiques comme les ischémegandladies inflammatoires et le
cancer’?

La croissance des tumeurs est dépendante de lpacigaa stimuler la création de
nouveaux vaisseaux (angiogenese). Le VEGF et sesptetirs sont des acteurs trés
importants de cette néovascularisation angiogénigueconstituent ainsi une cible trés

intéressante pour le traitement des tumeurs solides

1 G. Neufeldet al, Advances in Experimental Medicine and Biold302 515, 81-90.
92 A. Rapisarda et G. MelilloAdvances in Cancer Resear@012 114, 237-267.
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* CELLULES IMPLIQUEES

*  ANGIOGENESE PHYSIOLOGIQUE

=  ANGIOGENESE TUMORALE



LA NEOVASULARISATION

1. LA NEOVASCULARISATION

La formation de vaisseaux sanguins ou néovascatamsse déroule en trois étapes :
la vasculogenese qui se traduit par une différenciation des anigistes en cellules
endothéliales pour donner un réseau vasculairatgritnangiogenesgqui décrit le processus
de remodelage de ce réseau primitif en réseau ha@rgcumature, et Hrtériogenese qui
permet de recouvrir les vaisseaux formés d’une lvwuausculaire. Le réseau vasculaire ainsi
formé permet le transport de I'oxygene et des mants ainsi que I'élimination des déchets

meétaboliques et du dioxyde de carbone.

1. Les cellules impliguées dans la néovascularisai

Trois types de cellules interviennent dans la ngowarisation: les cellules
endothéliales qui tapissent l'intérieur des vaiggesanguins, les péricytes et les cellules

musculaires lisses.

= Lescellules endothélialessont des cellules allongées pavimenteuses quieiuirmn
réseau continu ou discontinu, et qui s'organiserttibules que I'on appelle capillaires
sanguins. Chez I'adulte, le renouvellement de edlsles est lent, il peut prendre plus
de 6 mois, voire un an. Les cellules endothéliagemultiplient de maniére anarchique
sous l'action de certains signaux pro-angiogénige®viennent a 'état quiescent

dans des conditions physiologiques.

= Les péricytes sont étroitement accolés aux cellules endothéliges capillaires.
Essentiellement présents au niveau des capillairesn retrouve quelques uns dans la

tunique adventice des arteres ou des veines dedatietre.

» Les vaisseaux matures de plus gros diamétre (aeamiartériel et veineux) sont
entourés decellules musculaires lissegui sont trés importantes pour assurer le
soutien des cellules endothéliales. Ces cellulesrast également la vasomotricité et
donc la régulation du flux sanguin parvenant aigsus. De par leur capacité a
produire un certain nombre de médiateurs, les leslimusculaires lisses participent

activement a l'angiogenese. Il faut noter que tertaaisseaux, en particulier les
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vaisseaux tumoraux, sont fréquemment dépourvuseslealules, ce qui évoque une

dysrégulation au niveau du remodelage vasculaire.

2. Mécanisme de la néovascularisation

La différenciation des angioblastes en cellulesodmliales permet la formation d’un
réseau vasculaire primitif par jonction des cebulees cellules endothéliales subissent une
différenciation soit artérielle, soit veineuse @&ponse a un ensemble de stimuli permettant
'élaboration d'un plexus vasculaire. Par exemplBgxpression de la protéine
transmembranaire Notch favorise la différenciatoi@rielle, alors que le récepteur nucléaire
orphelin COUP réprime la signalisation de NotcHagbrise la différenciation veineuse. Le
remodelage angiogénique du réseau primitif conaldéd formation d'un systéme vasculaire

fonctionnel (Figure 273

Plus tardivement dans le processus, diverses apisffonctionnelles peuvent se
développer en réponse a certains signaux. Unegdspéeificités est la naissance du réseau de
vaisseaux lymphatiques a partir de I'endothéliunine@x. Ces dernieres années, on a
démontré l'implication de la lymphangiogenese dangrogression tumorale. Il a été prouve
gue le systeme lymphatique est une route priviEggiéur la dissémination métastatique. En
effet, les caractéristiques structurales des vaissdymphatiques (absence de membrane
basale et jonctions laches) ainsi que le flux talan’intérieur de ces vaisseaux facilitent

I'’échappement des cellules tumoralé®>

93V, Caolo et al.Stem Cells Internationa?012 2012, 1-9.
%D. Vittet et J. J. Feigdulletin du Cancer2007, 94, 881-886.
%Y. Heet al, Biochimica et Biophysica Agta004 1654, 3-12.

48



LA NEOVASULARISATION

Vasculogenése

Angiogenése

~

ériogenése

7

Arti

L ‘-" Angioblastes

@ Différenciation
en cellules endothéliales

Formation
d’'un réseau vasculaire primitif

N i
Systeme [
artériel

Systeme
veineux

I

Formation
d’un réseau vasculaire fonctionnel
- Péricyte - -
/~—--* e . VL B - - - - -Capillaire

‘e,

Lymphangiogeriése |

8- Cellules musculaires
lisses

Artéere

Figure 27 : Développement d'un réseau vasculairangain
Adaptée de Shane P. Herbert et D. Y. R. Stdhier

3. Mécanisme de I'angiogenése

Le phénoméne angiogénique se caractérise par haafan de nouveaux vaisseaux

sanguins qui se développent a partir d'une stracemdothéliale préexistante. Dans un

organisme adulte, I'angiogenése est un événemenfrgquent et intervient dans I'appareil

reproducteur de la femme et durant la grossesses ajoe I'angiogenése pathologique

survient, quant a elle, en cas de croissance tueyata cicatrisation ou encore de psoriasis.

% 3. P. Herbert et D. Y. R. Stainidtature Reviews Molecular Cell Biolog3011, 12, 551-564.
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La formation de vaisseaux sanguins par I'angiogeresun processus tres complexe

que I'on peut décomposer en plusieurs étapes ERBJ)’’

= Vasodilatation du vaisseau sanguin primaire Au sein des vaisseaux, les cellules
endothéliales pavimenteuses forment généralememtnmuwnocouche qui tapisse la
surface luminale du tube vasculaire. Ce phénotypeegos est maintenu jusqu'a ce
gue les cellules endothéliales détectent des sigmpaa-angiogéniqgues comme le
VEGF et le monoxyde d’azote. En réponse a ces gigaagiogéniques, le vaisseau se
dilate ce qui réduit la cohésion entre cellulesotinéliales adjacentes et active des
protéases de type métalloprotéases MMP-2 et MM&spansables de la dégradation
de la membrane basafe.
L’angiopoiétine-1, notée ANG-1, est un inhibiteuaturel de la perméabilité
vasculaire resserrant les jonctions cellulaires \tl@sseaux sanguins. Ce facteur de
croissance exerce son action suite a sa fixatiorlesuécepteur a activité tyrosine
kinase TIE-2. L’angiopoiétine-2 (ANG-2) se lie égakent au récepteur TIE-2 mais sa
liaison ne provoque aucune phosphorylation du técepce qui induit un relachement
des contacts intercellulaires nécessaires a laatiogrdes cellules endothéliales. Dans

le processus d’angiogenése, les vaisseaux somiilissis sous l'action de I'ANG2.

vaisseau sanguin, les cellules endothéliales ntigrens un site distant, proliferent et
s’assemblent en tubules. Cette étape est appelégdamnement. Le VEGF, ainsi que

ses récepteurs sont les principaux acteurs derogtation des cellules endothéliales.

des péricytes et des cellules musculaires lisse$e PDGF-B. Lors de cette étape
cruciale, il y a également formation d’une nouvetiembrane basale faisant intervenir
différents facteurs dont 'ANG-1 et le T@F-L'’ANG-1 maintient les vaisseaux en
stabilisant les jonctions cellulaires des vaissesanguins et le TGB-est impliqué

dans la maturation des vaisseaux.

9 A. A. Ucuzianet al, Journalof Burn Care& Research201Q 31, 158-175.
% E. I. Deryugina et J. P. Quigle§ancerand metastasiseviews 2006 25, 9-34.
9 M. Felchtet al, Journal of Clinical Investigatior2012, 122, 1991-2005.
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Figure 28 : Schéma de la formation d’'un réseau vataire lors de I'angiogenése

L’angiogenése est un processus hautement régutd’étre humain adulte, cependant
suite a un dysfonctionnement des mécanismes dedmntangiogenése peut étre impliquée
dans le développement de plusieurs pathologies ehamancer, I'athérosclérose, I'arthrite
rhumatoide ou encore le psoria¥i$Ci-aprés, nous nous intéressons plus précisément a
'angiogenése dite tumorale.

En 1971, Judah Folkman a proposé la théorie selgnelle sans réseau vasculaire,
une tumeur ne peut pas grossir au-dela d’une difleviron 2 mni et ne peut pas métastaser
a d’'autres organes. Au stade initial, la tumeuragsisculaire et le sang périphérique satisfait
sa croissance. Pendant la phase de croissanallides tumorales proliferent pour former
un amas cellulaire et dés lors que cet amas atiaittaille d’environ 2md les cellules au
centre de la tumeur se retrouvent en hypoxie f&iéte taux d’oxygéne), ce qui engendre une

cascade d'événements pro-angiogénidfies.

105y, Yoo et S. M. KwonMediatorsof Inflammation 2013 2013, 1-11.
101 E Hillen et A. W. GriffioenCancer and metastasis revie\2907, 26, 489-502.
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Les cellules tumorales d’'une tumeur supérieure anr®® sont exposées a un
environnement hypoxique. La tumeur répond a cesgdraents environnementaux en

activant des processus de survie capables de mrestaéguilibre en oxygene.

Le facteur HIF-1 Klypoxia Inducible Factor-Linduit par I'hypoxie est un complexe
protéigue qui stimule I'expression de génes spoifs en réponse a de faibles concentrations
en oxygene. Ce facteur est activé de maniere expietie en fonction de la diminution en
oxygene. Le complexe protéique HIF-1 est constituée sous-unité& régulée par la teneur

en oxygéne du milieu et une sous-unité constituits

Dans des conditions dermoxie, la sous unité& de la protéine HIF-1 est hydroxylée
par des hydroxylases au niveau des résidus d'aaimdees 402, 564 et 804. De ce fait, HIF-1
a n'est pas reconnu par la protéine p300-CBP estilpely-ubiquitinylé grace a la protéine
VHL (Von Hippel-Lindayipour étre dégradé par le protéasome (Figuré®39).

-l.—_e-.r_l'Actl-te

S\PHDs oo OH OH oH
Presd (17 Pro564 Q2,1 Prod 0l ProS64 pr— - I. 5 8,
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Figure 29 : Régulation du facteur HIF en conditiole normoxie
Adaptée de V. Nizet et R. S. Johi%bn

Dans des conditiond’hypoxie, la forme non hydroxylée de HIFels'associe avec la
protéine p300-CBP pour migrer vers le noyau etise dvec la sous-unité HIF-g. Le
complexe HIF-1a / HIF-1 B se lie a I'élément de réponse HRE, ce qui conduifa

192Bryan L. Krocket al, Genes & Cancer2011, 2, 1117-1133.
1037 K. Otrocket al, Critical Reviews in Oncology/Hematolgd®009 70, 93-102.
104y, Nizet et R. S. JohnsoNature Reviews Immunolog3009 9, 609-617.
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transcription de génes pro-angiogéniques comme BE&SRA, 'ANG-2 ou le PDGF-B
(Figure 30):%°
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Figure 30 : Régulation du facteur HIF en condition’hypoxie
Adaptée de V. Nizet et R. S. Johnson

L’adaptation des cellules cancéreuses pour maimiemi homéostasie dans un milieu
hypoxique favorise la croissance tumorale, l'ingasit la néovascularisation avec, pour
conséqguence principale, I'apparition de métastdskgpoxie tumorale est souvent corrélée a

une maladie plus agressive et un mauvais prondsticancert®

Une des étapes les plus importantes du processuggidgenése tumorale est le
« switch angiogénique », provoqué par un désegeildmtre facteurs pro-angiogéniques et
facteurs anti-angiogéniques suite' :
= des conditions hypoxiques favorisant le maintien diiséquilibre en faveur des
facteurs pro-angiogéniques et jouant un réle majauns I'induction de divers facteurs
pro-angiogéniques,
= J'activation de certains proto-oncogénes comme Ras,
* |a neutralisation de certains génes suppresseutangeurs comme l'anti-oncogéene
p53 muté dans pres de 50% des cancers, qui réequisiitvement les facteurs anti-

angiogéniques et négativement les facteurs praegggiques.

195 p M. Hoff et K. MachadcCancer Treatment Reviey2012 38, 825-833.
106 3. M. SimonBulletin du Cancet 2007, 94, S160-165.
197y, Baeriswyl et G. ChristoforSeminars in Cancer Biologg2009 19, 329-337.
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L'angiogenese est étroitement contrélée par I'fgeilentre inhibiteurs et activateurs
angiogéniques (Figure 31). Parmi les inhibiteurdogienes de I'angiogenése découverts dans
les années 90, on retrouve la thrombospondine-P-{SI'angiostatine et I'endostatine qui
inhibent la prolifération et la migration des cék endothéliales®® Les facteurs pro-
angiogéniques capables de stimuler la proliféeratemmigration et I'organisation des cellules

endothéliales sont nombreux et principalement sg&s par le VEGF.

Facteurs Facteurs
anti-angiogéniques pro-angiogéniques
Angiopoiétine-2 (ANG-2) Tumor Necrosis Factore (TNF-a )

Interférons -a, B ety Transforming Growth Factore (TGF-a.)

Interleukine-4, 12 et 18 VEGF PDGF

Inhibiteurs tissulaires des MMP (TIMPs) Fibroblast Growth Factor(FGF)

Thrombospondine-1 (TSP-1) MG

Activateurs du plasminogéne

Troponine-1
Angiostatine Interleukine-8
Endostatine Intégrines

Angiopoiétine-1 (ANG-1)

Angiogénine

« switch angiogénique »
Pas d’angiogenése ON Angiogenése

Figure 31 : La « balance » angiogénique

Le «switch angiogénique » est une étape indisjpdmsa la progression tumorale
favorisant la croissance tumorale et la formatiemttastases. L'inhibition de I'angiogenése,
et plus particulierement l'inhibition de facteursofangiogéniques comme le VEGF ou le

PDGF est donc une stratégie de choix dans lernmaitedes cancers.

1985 Ribatti,Leukemia ResearcB009 33, 638-644.
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IV. LES THERAPIES CIBLEES

Les progres de la recherche ont permis de dévelog@enouveaux médicaments
contre les cancers, appelés thérapies cibléesaentents ciblés. Ces agents médicamenteux
freinent la croissance de la tumeur en S’attagaamtmécanismes qui lui permettent de se
développer. Ainsi, ils agissent :

= soit sur les mécanismes qui stimulent la prolifératles cellules,
» soit sur les agents tumoraux nécessaires a lacédiom de nouveaux vaisseaux

sanguins.

Différentes stratégies sont aujourd’hui étudiéestiisées en thérapie ciblée. Celles-ci
peuvent étre classées en fonction de leur sitdidiacles inhibiteurs des récepteurs a activité
kinase agissent au niveau intracellulaire alors lggeanticorps monoclonaux agissent au

niveau du domaine extracellulaire.

1. Les anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux (Acmo) sont des glyc@&ines reconnaissant un type
d'épitope sur une protéine donnée. lls sont toastigues et produits par un seul clone de
plasmocyte. Il y a eu un développement progregsfAtmo a partir des Acmo murins, ainsi
on distingue les Acmo chimériquesifnab), les Acmo humanisésziumab et les Acmo
humains {mumal (Figure 32). De maniére générale, les Acmo sonstitués par 2 chaines
lourdes associées a deux chaines dites légerestaement au fragment Fc relativement
constant, le fragment Falantigen-binding est constitué de région variable et permet la

reconnaissance avec la protéine cible (ou épit&pe).

19T T. Hansekt al, Nature Reviews Drug Discove801Q 9, 325-338
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Figure 32 : Structures des différents types d’Acmo
Adaptée de G. Milart&’

Depuis I'approbation du rituximab (Rituxan) en 198 Acmo sont devenus une des

composantes principales des schémas thérapeutquescologie. Actuellement, il y a 14

Acmo approuvés par la FDA en oncologie (Tableau 2).

DCI Nom Cible Indication principale
1997  Rituximab Rituxan CD20 Lymphome non-Hodgkinien
1998  Trastuzumab Herceptin HER-2 Cancer du sein
2001 Alemtuzumab Campah CD52 Leucémie
2002  Ibritumomab Zevalin CD20 Lymphome non-Hodgkinien
2003 Tositumomab Bexxar CD20 Lymphome non-Hodgkinien
2004  Cetuximab Erbitux EGFR Carcinome épidermique
2004 Bevacizumab Avastin VEGF Cancer colorectal
2006  Panitumumab Vectibix EGFR Cancer colorectal
2009 Ofatumumab Arzerra CD20 Leucémie lymphocytaire chronique
2010 Denosumab Xgeva RANKL  Métastases osseuses
2011  Ipilimumab Yervoy CTLA-4 Mélanome métastasique
2011 Brentuximab vedotin  Adcetris CD30 Lymphome Hodgkinien
2012 Pertuzumab Perjeta HER-2 Cancer du sein
2013  Trastuzumab emtansineKadcyla HER-2 Cancer du sein

Tableau 2 : Acmo approuvés par la FDA en oncologliepuis 1997

109G, Milano,Le concept de cible en cancérolog?€08
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Parmi ces Acmo commercialisés, dix sont administ@®me Acmo « nus », deux
sont « radioimmunoconjugués » (ibritumomab et tmsdmab), et deux sont des « anticorps-
médicament » ou ADCAntibody-Drug Conjugatgs(brentuximab vedotin et trastuzumab
emtansine). Ces produits sont utilisés pour ungelavariété de cancers (lymphomes,

leucémies, cancers du sein, cancers colorectaux...).

Les Acmo peuvent agir selon différents mécanisrepss dans la Figure 33-112113

A . Fixation sur un facteur soluble

Récepteur V Facteur soluble

transmembranaire

. Blocage d’un récepteur
transmembranaire

Internalisation
du récepteur

FeyRIlla

Mort cellulaire
Lyse de la membrane

Cellules
du systeme
immunitaire

PHAGOCYTOSE

/ Récepteur N
@ du facteur C1q
C. Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity
D.Compl g - ouADCC
. plement-dependent cytotoxicity
ouCDC

Figure 33 : Principaux mécanismes d’action des Acmo

= Blocage d’un facteur soluble ou d’un récepteur Barembranaire par ’Acmo

Les Acmo peuvent inhiber les voies de signalisatieliulaire par neutralisation du
facteur de signalisation soluble (comme le VEGF)paw liaison et blocage de récepteurs

transmembranaires (comme le VEGFR ou I'EGFR). Deesdernier cas, le complexe

H1p M. Glassman et J. P. Balthas2ancer Biology& Medicine 2014 11, 20-33.
12 3. Golay et M. IntronaArchives of Biochemistry and Biophysi2612 526, 146-153.
13|, M. Weineet al, Nature Reviews Immunologg01Q 10, 317-327.
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Acmo/récepteur est internalisé, ce qui diminue pgiession du récepteur a la surface de la

cellule.

= Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity ou ADCC
Des études ont démontré la capacité des monocytiesr ales cellules tumorales de
facon accrue en présence d'anticorps. Ce phénoB@C (pour Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity est médié par linteraction entre la région Rendanticorps et les
récepteurs Rdllla présents a la surface de cellules du systémeunitaire. Plus
précisément, 'Acmo se lie & sa cible cellulaireljigermédiaire de son fragment Fab, puis il
recrute des leucocytes exprimant le récepteyRHa via son fragment Fc, cette interaction

multiple conduit & la mort cellulairg?

= Complement-Dependent Cytotoxicity ou CDC
Un mécanisme semblable est celui représenté suFidare 33D et appelé

Complement-dependent cytotoxic#ypres liaison de I’Acmo sur sa cible, le fragmEntpeut

se lier au facteur du complément C1q soluble, gsbra tour se fixe sur son récepteur. Les

voies de signalisation alors activees conduisenka amort cellulaire par lyse de la

membrang®®

= Immunoconjugues

Le dernier mécanisme d’action des Acmo repose’stilidation de la spécificité de
'’Acmo pour délivrer une substance toxique au se@s cellules tumorales. Dans cette
catégorie récente, on retrouve : les ADC, les immmaxines et les radioimmunoconjugués. Le
premier exemple d’ADC est le brentuximab vedotirmaotercialisé depuis 2011. Cet
anticorps conjugué est composé d’un anticorps monatanti-CD30 lié de fagcon covalente
a la monométhylauristatine E (MMAE), qui est un mgeantimicrotubules. Les
immunotoxines utilisent de puissantes toxines, centanricine pour exercer leur effet anti-
tumoral.**® Actuellement, il existe deux immunotoxines antiZZDen développement

clinique*® Enfin les radioimmunoconjugués sont utilisés commgents de ciblage pour

143 E. Strome et alQncologist 2007, 12, 1084-1095.
15 Chen X et al.OncoTargets and Therapg013 7, 45-56.
18 A Antignani et D. Fitzgeraldloxins 2013 5, 1486-1502.
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délivrer sélectivement des radionucléides dansd#igles tumorales. Les deux radionucléides

utilisés aujourd’hui en clinique emploient® et I'*34.17

Ce type d'immunothérapie est en général bien taété principale toxicité repose sur
des réactions allergiques d’intensité variabletagurpour les anticorps d’origine murine. Les
réactions allergiques peuvent étre prévenues parpuémédication et par une perfusion
prudente de l'anticorps. Il existe également undcit® spécifique a chaque anticorps qui
dépend de la cible du produit. Les anticorps d#igéntre 'EGFR sont connus pour
provoguer une toxicité cutanée qui peut aller d’simeple sécheresse cutanée a des éruptions
pustuleuses prédominant sur le visage et le tlohkterceptin, ciblant HER-2 est quant a lui

connu pour sa toxicité cardiaque.

Le développement des Acmo dans le traitement deseca s’est fait conjointement a
celui d’autres thérapies ciblées : les inhibitalgtyrosine kinase (ITKs).

2. Les inhibiteurs de tyrosine kinase

Les ITKs sont des petites molécules de faible poidkculaire appartenant a diverses
classes chimiques. Ces composés diffusent a trdaemsembrane cellulaire pour agir au
niveau de la partie intracellulaire des RTKs (oulss kinases cytoplasmaiques). lls sont ainsi

capables d'inhiber spécifiquement I'activité enzyioze tyrosine kinase des RT#

Les ITKs peuvent étre classés en fonction de lélectvité (agents monofonctionnels
ou agents multifonctionnels) et de la nature de liaison avec le site catalytique (inhibiteurs
réversibles ou irréversibles). Dernierement, leksi'Dnt été classifies selon la région de la

kinase avec laquelle ils interagissent en inhibiele type I, I, 11l ou IV:*°

17 C.-Y. Huanget al, Cancer Treatment Review&012 38, 854-860.
1183, Boutayetet al, Pathologie Biologie2012 60, 229-233.
1197, Blancet al, Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemist®913 13, 1-17.
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Ces molécules sont des « ATP-mimétiques » ou « édrRpétitifs » mimant le cycle
purine de l'adénine de I'ATP et agissant dans tie dé fixation de I'ATP dans la région
charniére de la kinase. Une dizaine d’inhibitewedype | sont actuellement approuveés par la
FDA dans le traitement du cancer comme le géfitatilierlotinib, qui sont toutes les deux
des agents monofonctionnels ciblant 'TEGFR. Pamsi &dgents multifonctionnels de cette
classe d’ITKs, on peut citer le sunitinib (ITK VEER et PDGFR) et le pazopanib (ITK
VEGFR, PDGFR et c-Kit).

ol
o™ HN cl HN@\\\

\O/\/O

Géfitinib (Iressa®) Erlotinib (Tarceva®)
EGFR EGFR
o] N
o~ Ny
/ H PN g NH,
F /N —N N| B
OH \N/ NJ\/
N |
H
Sunitinib (Sutent®) Pazopanib (Votrient®)
VEGFR et PDGFR VEGFR, PDGFR et c-Kit

Ces molécules se lient au site de fixation de I'AlEPla kinasevia une a trois liaisons
hydrogene habituellement formées entre 'ATP ekite actif. La structure cristalline de
I'erlotinib dans le site actif de 'TEGFR permet gheettre en évidence trois liaisons hydrogene
(Figure 34). La quinazoline de I'erlotinib se lie aiveau du domaine Nt du récepteur dans la
poche adénine. L'atome d’'azote N1 forme une liaiegdrogéne stable avec le NH de la
Metzgo (Nnormalement lié a l'atome N1 du motif adénine).atbme d’'azote (N3) de
I’hétérocycle établit une liaison hydrogéne avéydiroxyle de la chaine latérale de la 7Ekr
via une molécule d’eau. Une interaction entre Enétycle et le résidu Glgy a également été

démontrée ainsi que l'insertion du motif anilinegdaine poche hydrophobe.
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Figure 34 : Cristallisation de I'erlotinib (Tarcevpdans le site actif de 'EGFR
Adaptée de G. R. Desirdfd

Ces inhibiteurs ne sont pas des inhibiteurs cortiigétie I'ATP. Ils interagissent avec
la région adénine du site catalytique, tout come®eihhibiteurs de type |, mais également

avec la triade DFG (ou site allostérique) du domaymnosine kinase.

L’orientation de la séquence DFG joue un role @udans l'activation de certains
RTKs. De maniére physiologique, il existe une ba¢aantre I'état actif « DFG-in » et |'état
inactif « DFG-out » dans lequel le résidu Phe dedlquence DFG occupe la poche a ATP
(Figure 35). Les ITKs de type Il se fixent dansclanformation « DFG-out » et ils la
stabilisent, diminuant ainsi I'activité enzymatique récepteur.

-

SDFG out
ATP pocket

i S (’ (

L

> 3

’
]

Figure 35 : Configuration DFG-in et DFG-out

en magenta : configuration « DFG-in %
Adaptée de Justin Dietrich et &f.

120G, R. DesirajuChemical communication2005 2995-3001.
121 3 Dietrichet al, Bioorganic& Medicinal Chemistry201Q 18, 5738-5748.
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Les inhibiteurs de type Il, comme le sorafenib (IVEGFR et PDGFR) et I'imatinib
(ITK c-Kit et Ber-Abl), présentent plusieurs camistiques communes qui permettent quatre
interactions clés avec leur cible (Figure 3822
= un cycle aromatique azoté capable d’interagir daepégion charnierevia une ou
plusieurs liaisons hydrogene (en rouge)
= un motif aromatique se positionnant dans la régidnine du site ATP
* un linker de type amide ou urée permettant desdie hydrogéne donneur-accepteur
avec la séquence DFG et le site allostérique

= un groupement hydrophobe qui interagit égalemeedt & site allostérique.

Région charniere

Séquence DFG
Cvcle N Linker
A Motif i Poche
arematique . (amide ou
; arematique ; hydrophobe
azoté urée

Poche hydrophobe Poche hydrophobe

N
HoH H ™
N7 N cl N NT(©/\K/N\
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(0] F | _ H
N

sorafénib (Nexavar®) imatinib (Gleevec®)

Figure 36 : Pharmacophore des ITKs de type Il

Les inhibiteurs de type Il présentent un degrésdkectivité plus élevé que les
inhibiteurs de type I. En effet, le site allostéeqgcréé par la configuration DFG-out de la
kinase est beaucoup moins conservé que le sitAd@P,l ce qui engendre des interactions

plus spécifiques.

Les ITKs de type lll et de type IV ne se lient s le site catalytique de 'ATP
mais au niveau de sites allostériques. Ces dewssadade composés sont en cours de

développement.

122y Liu et N. S. GrayNature Chemical Biology2006 2, 358-364.
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Les inhibiteurs de type Il se lient au niveau dégions qui sont impliquées dans la
régulation l'activité enzymatique a I'extérieur damaine catalytique de la kinase. Les
premieres molécules actives de cette catégoriertamaent a la classe des pyrimidines
disubstituées en position 4 et 6. Parmi elles, demposés GNF-2 et GNF-5 inhibent
sélectivement la protéine Bcr-Abl. Des études tattographie et de mutagenéese dirigée ont
démontré que ces molécules se fixent a proximitd'edérémité C-terminale du domaine
kinase et facilitent la stabilisation d'une formagtive de la kinas&>

Les inhibiteurs de type IV sont de petites molésujui se lient de maniere réversible
en dehors de la poche ATP, dans le site de lialsosubstrat. Ce domaine de liaison confere

une haute spécificité & ces composés. L’'ON012380relTK de type IV ciblant Bcr-Abt?

GNF-2 GNF-5 ONO012380

2.1.d. Les inhibiteurs covalents ou inhibiteurguersibles

Ces inhibiteurs de kinases se lient de facon eowaldans le site de 'ATP. Cette
inhibition, dite « suicide », a lieu entre un réside cystéine du site actif et une fonction
chimique présente dans la structure de l'inhibjteomme un accepteur de Michaél. Parmi
ces inhibiteurs, le nératinib et I'afatinib présartun noyau hétérocyclique azoté (quinoléine
et quinazoline) et un motif 4-diméthylaminocrotoriden en position 7 jouant le réle
d’accepteur de Michaél.

Nératinib Afatinib (Giotrif®)

1233, Zhanget al.,Nature 201Q 463, 501-506.
124 K. Gumireddyet al, Proceedings of the National Academy of Sciencé®eof/SA2005 102, 1992-1997.
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Les indications des ITKs sont trés variées et émlurés rapidement. Plus d’'une
cinquantaine de composés sont actuellement en phiassai clinique. Contrairement aux

Acmo, ces composés sont administrés par voie aralgui représente un avantage majeur.

2.2.a. Les inhibiteurs de 'EGFR

Plusieurs inhibiteurs sont actuellement utiliséscénique en tant qu’inhibiteurs de
I'EGFR : I'erlotinib, le gefitinib et le lapatinib®**Toutes ces molécules présentent un motif
4-anilinoquinazolinique substitué uniquement entpws6 pour le lapatinib, ou en position 6

et 7 par des chaines éther symétriques (erlotinitjissymétriques (géfitinib).

jod
HN Cl

P

HN 0
\0/\/o >N K/ N _~_0 N
O~ 7 ~o N
Erlotinib (Tarceva®) Géfitinib (Iressa®)

Lapatinib (Tyverb®)

= Erlotinib (Tarceva®)

Le Tarcev®, a été approuvé pour la premiére fois par la FIDA2804 dans le
traitement du cancer du pancréas métastatique eociason a la gemcitabine
(antinéoplasique). En 2005, le Tarceva été indiqué dans le traitement des formes
localement avancées ou métastatiques du cancechigoe non a petites cellules (CBNPC)
aprés échec d'au moins une ligne de chimiothéfapizepuis 2010, il est également indiqué
en monothérapie dans le traitement de maintenancEBNPC chez les patients avec une

maladie stable aprés traitement par chimiothéraf@adard a base de sels de platine. Plus

125C. Yewaleet al, Biomaterials, 2013 34, 8690-8707.
126 A Mahipalet al, Cancer Contral2014 21, 74-79.
127M. H. Coheret al, Oncologist 2005 10, 461-466.
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récemment, le Tarce@aa été approuvé en premiere ligne de traitemer@BNPC chez les

patients présentant des mutations activatrice e@GHR.

= Géfitinib (Iressa®)
Comme [l'erlotinib, le gefitinib (Iressa®) est ingié depuis 2005 dans le traitement du
CBNPC localement avancé ou métastatique avec rongatictivatrices de 'lEGFR chez des

patients ayant déja subi deux chimiothérapies sacses>

= Lapatinib (Tyverb®)

Le lapatinib est un ITK qui cible a la fois les epteurs EGFR mais aussi les
récepteurs HER-2. En mars 2007, la FDA a approenNapatinib pour le traitement du cancer
du sein avancé ou métastatique avec surexpressidBRe2 en combinaison avec la
capécitabine chez des patients ayant recu uerrait antérieur incluant une anthracycline,
un taxane et le trastuzumab (Herceptin®). Depui$020e Tyverk® est administré en
association avec le létrozole (Femara®) chez lasrfes ménopausées atteintes d'un cancer
du sein métastatique surexprimant HEE=2.

2.2.b. Les inhibiteurs du VEGFR

Contrairement aux ITKs de 'EGFR, les ITKs du VEGBEBnt trés différents d'un
point de vue structural et sont pour la plupart agsnts multifonctionnels. Ces agents ciblent
en effet un certain nombre de kinases (VEGFR, PD@&F&K:it) car le domaine kinase est
extrémement bien conservé au sein des RTKs. Les auitivées par le VEGFR et le PDGFR
jouent un role important dans l'angiogenése. Pauriber ce processus, un inhibiteur
multikinase VEGFR/PDGFR sera donc plus efficaceminhibiteur qui ne cible qu’un seul
des deux récepteut®) Parmi ces anti-angiogéniques, le sorafénib, ldtigin et I'axitinib

sont utilisés en clinique dans plusieurs cancers.

128\W. Paoet al, Seminars in Cancer Biologg004 14, 33-40.
129p 3. Medina et S. Goodi@Jinical Therapeutics2008 30, 1426-1447.
130K, J. Gotink et H. M. W. VerheuRngiogenesis201Q 13, 1-14.
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Sorafénib (Nexavar®) Sunitinib (Sutent®) Axitinib (Inlyta®)

= Sorafénib (Nexavar®)
Le Nexavar® est un inhibiteur du VEGFR (1, 2 et &), PDGFR, de c-Kit et de
Raf® Il est indiqué dans le traitement des patientsiratt de carcinome hépatocellulaire ou

de carcinome rénal avanceé lorsqu’un premier tratgranti-cancéreux a échoué.

= Sunitinib (Sutent®)

Cette molécule inhibe les trois membres de la fendl VEGFR, le PDGFR et c-
Kit.!3? Le Sutent® est indiqué dans le traitement des tusnetromales gastro-intestinales
(GIST) malignes non résécables et/ou métastaticjues I'adulte, aprés échec d’un traitement
par imatinib. Il est également administré dangddéement des cancers du rein avanceés et/ou

meétastatiques et pour lutter contre les tumeursoeeglocrines du pancréas.

= Axitinib (Inlyta®)
L’axitinib est un inhibiteur du VEGFR (1, 2 et 3u PDGFR, de c-Kit. C est le
dernier agent anti-angiogénique ayant recu une AMIMIst commercialisé depuis 2012 pour
traiter les patients adultes atteints d’'un canaeran avancé apres échec d'un traitement

antérieur par sunitinib®

2.2.c. Les inhibiteurs mixtes EGFR/VEGFR

Plusieurs inhibiteurs mixtes EGFR/VEGFR-2, commee composé BMS-690514
(phase I-Il), le composé XL-647 (phase 1) et lendétanib, sont a I'étude dans plusieurs

types de cancer§* 1% Le vandétanib est actuellement commercialisé deusom de

1313 M. Wilhelm et al.Molecular Cancer Therapeutic8008,7, 3129-3140.
1323, G. Christensennals of Oncology2007, 18, 3-10.

133D, D. Hu-Loweet al, Clinical Cancer Researgt200§ 14, 7272-7283.
134T W. Wonget al, Clinical Cancer Researcl2011, 17, 4031-4041.

135M. C. Pietanzat al, Journal of Thoracic OncologR012 7, 219-226.
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Caprelsa® dans le traitement du cancer médullaréadhyroide agressif chez les patients
avec une maladie localement avancée non opérabieétastatique. Il présente une structure
commune aux inhibiteurs de 'EGFR : un motif quinlazique substitué en position 6 et 7 par

des chaines éthers et par une aniline halogénéstiomp 4.

Cl O/ F Br
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XL 647 BMS-690514 Vandétanib (Caprelsa®)

Les effets secondaires des ITKs sont la pluparteduyps modérés, mais ils peuvent
parfois étre sévéres. La toxicité cutanée est &éguavec les inhibiteurs d’EGER.II existe
€galement une toxicité digestive (mucite et disgg)éainsi qu’'une toxicité hématologique

avec la plupart des inhibiteurs qui nécessite il sle la numération de la formule sanguine.

Les inhibiteurs de I'angiogenese provoquent unéci@éx cardiovasculaire entrainant
une hypertension artérielle parfois tres séveres &gents sont donc utilisés avec les plus
grandes précautions, et sont contre-indiqués chezpatients présentant des facteurs de
risques cardiovasculaires. L'inhibition de l'angémgse par des ITKs ou par des Acmo
engendre des problemes hémorragiques. Le traiteeseérionc arrété 4 a 6 semaines avant

un acte chirurgical important.

La plupart des ITKs ne sont utilisés en clinigue glepuis environ cing ans mais
trés vite des résistances a ces agents sont apparBeusieurs mécanismes peuvent étre
responsables de ces résistances comme des mutptinosielles dans le domaine kinase.
Plusieurs mutations ont en effet été identifieeszcties patients qui ont été traités avec la

plupart des ITKs approuvés. Par exemple, les fdatignités pour un adénocarcinome du

136 K. Chanprapapkt al, Dermatology Research and Practj@914 2014, 1-8.
137 M. Rebucci et C. MichielBiochemical Pharmacolog012 85, 1219-1226.
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poumon avec des inhibiteurs de 'TEGFR comme letigédi ou l'erlotinib, ont acquis une

résistance a ces agents due & la mutation T790M@ER*®

La surexpression du RTK constitue une autre cdagésistance. En effet, du fait de
cette surexpression, la totalité de I'activité enagyique ne peut pas étre inhibée par I''TK. De
la méme maniére, 'augmentation de la sécrétionfatieur de croissance grace a des

mécanismes autocrines ou paracrines peut conféeerésistanct™

En plus de ces mécanismes, la signalisation du RmiKé peut étre compensée par
'activation d’autres récepteurs pour rétablir usignalisation intracellulaire « normale ».
Aussi des mutations oncogéniques des protéinesvahda RTK peuvent conférer des
résistances par activation continue des voies deaksation intracellulaires. Parmi ces
mutations oncogéniques, on peut citer les mutatittnka phosphatase PTEN dans le cancer

du poumon et les mutations activatrices de Raf.

A la différence de la résistance acquise décrtessus, la pharmacoreésistance peut
étre causeée par une variété de mécanismes emp@chesduisant la rencontre de l'inhibiteur
avec sa cible. La concentration intracellulairel'tEK est dépendante de I'expression des
protéines de transport qui assurent I'efflux d@Klde la cellule tumorale. Des études ont
montré que la surexpression du géne de la mulitedgie aux médicaments (MDR1) codant
pour la glycoprotéine P (Pgp ou ABCB1) confere wésistance aux ITKs. Cependant ce
dernier mécanisme n’est pas vrai pour tous les Ipiisque des études récentes ont montré

que certains d’entre eux inhibent ces pompes axeff’14

3. Thérapies ciblées et traitement individualisé

La médecine personnalisée est une des voies lesppiumetteuses en cancérologie.
Elle consiste a traiter chaque patient de faconviddalisée en fonction des spécificités
génétiques et biologiques de sa tumeur mais égatesnetenant compte de I'environnement
du patient et de son mode de vie. Le but de cefidenine personnalisée est d’améliorer la

138 G, Giaccone et Y. Wan@ancer Treatment Reviey011, 37, 456-464.

139 A, J. Lamontanarat al, Biochimica et Biophysica Agta013 1834, 1449-1459.
140 A K. Tiwari et al, Biochemical Pharmacologg009 78, 153-161.

1417 Kitazakiet al, Lung Cancer2005 49, 337-343.

68



LES THERAPIES CIBLEES

performance des soins, d’éviter des traitementslésuet d’améliorer la qualité de vie des
patients-*?

Les techniques actuelles d'immuno-histochimie pétené de déterminer de fagcon de
plus en plus précise les caractéristiques de chagueur afin de préciser le diagnostic et
d’identifier des biomarqueurs propres aux cellutemcéreused®® La recherche de ces
biomarqueurs joue un role primordial pour prédieffitacité d’'un médicament (Acmo ou
ITK). En effet, un médicament dont I'efficacité ghle peut étre faible ou moyenne chez un
ensemble de patients, peut s’avérer extrémementedf s'il est prescrit sur une population
de malades sélectionnés par un test diagnostigee.tdsts mis en ceuvre a cet effet sont
appelés « tests compagnons ». lls permettent agentéer le statut du patient vis-a-vis de

biomarqueurs d’intérét clinique.

Un des « tests compagnons » utilisés actuellenstié Eobas® EGFR Mutation Test
qui permet d’identifier 41 mutations du géne EGER.nouveau test permet de prédire si les
patients atteints d’'un cancer du poumon sont stibbep de tirer profit d’'un traitement
précoce par des inhibiteurs de 'EGFR. Par exeniple,été démontré que 10 a 30% des
patients avec un CBNPC ont une tumeur présentanigations activatrices de 'EGFR.
Dans ces circonstances, les patients traités sasutement sensibles a des inhibiteurs de
I'EGFR tels que I'erlotinib (Tarceva®y?

4. Thérapies associatives

En plus des associations avec la chimiothérapietaxigue ou la radiothérapie, des
combinaisons avec les ITKs ont été envisagéesmmoéant avec d’autres agents de thérapie

ciblée.

= Association Acmo/chimiothérapie cytotoxique
Des Acmo peuvent étre associés a la chimiothérapietoxique classique pour
augmenter l'efficacité du traitement. Une preuve cgeconcept est la commercialisation
récente de la spécialité Kadcyla® dans le canceseilu avec surexpression de HER-2. Cet
anticorps conjugué est composé d’un anticorps monatanti-HER-2 (trastuzumab) lié de

facon covalente & un médicament de chimiothérgppelé DM-1. Grace a cette combinaison

142R. SimonFrontiers in Oncology2013 doi: 10.3389/fonc.2013.00315.
143 G.Gremelet al, Frontiers in Oncology2013 doi: 10.3389/fonc.2013.00271.
144, Kimuraet al, Lung Cancer2014 83, 329-333.
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avec un agent cytotoxique, le Kadcyla® montre wfigcacité supérieure a celle du

trastuzumab administré seul (Herceptir®).

= Association ITK/ chimiothérapie cytotoxique
De nombreuses études évaluent I'efficacité des éhkprésence de différents agents
cytotoxiques. Dans la plupart des cas il a été aérdoque les ITKs et les agents de
chimiothérapie classiques agissent de facon aéddans plusieurs cancers. Cependant, la
synergie entre ces deux classes n’est pas touplservée. En effet, une étude portant sur la
combinaison du gefitinib et d’'une chimiothérapibase de platine n’a montré aucun succes

dans le cancer du poumon non & petites celf(ifes.

= Association de deux agents de thérapie cibleée
La combinaison d’un ITK avec un Acmo visant le mémeepteur a été évaluée dans
plusieurs études. Par exemple, il a été démontd'gssociation d’'un anticorps monoclonal
anti-EGFR (cétuximab) avec un ou deux ITKs de I'EGffressa® et Tarceva®), augmente
l'efficacité des produits et permet une action sgitrie!*” **8’inhibition simultanée de
deux ou plusieurs récepteurs a activité tyrosinegalement tres étudiée. L'inhibition mixte
des récepteurs a I'EGF et des récepteurs implidaas I'angiogenéese (VEGFR, PDGFR...)
devient une thérapie efficace dans plusieurs tyfmesancer. Des études ont montré que
'association de deux anticorps monoclonaux antG¥Eet anti-EGFR dans le cancer du
cblon produit une synergie d’action par rapporéur lutilisation en monothérapie. Une autre
étude concernant I'association de médicaments\vd&BF et anti-EGFR dans le traitement du
cancer du poumon non a petites cellules a étégakment positivé? De plus, I'inhibition
simultanée des récepteurs EGFR et VEGFR est unepbndilisé en clinique avec le
vandetanib (Caprelsa®) dans le cancer de la thgroig@ développement d’inhibiteurs

multikinase est en plein essor et de nombreusegent prouvé leur efficacité.

L’objectif du laboratoire s’est porté sur le déygdement de tels composes, inhibiteurs
multikinase EGFR, VEGFR, PDGFR et c-Kit. Leur cqutien est développée dans la partie

suivante.

15H. A. Burriset al, Clinical Breast Cancer2011, 11, 275-282.

146 M. Reck et L. CrindLung Cancer2009 63, 1-9.

1473, Huancgt al, Cancer Researcl2004 64, 5355-5362.

148 A Huetheret al, Biochemical Pharmacologg005 70, 1568-1578.
19N. A. Pennell et T. J. Jr. LyncBncologist 2009 14, 399-411.
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TRAVAUX SUR LES INHIBITEURS MULTIKINASE

La recherche d’inhibiteurs « multi-cible » ou « tikihase » intervenant sur
différentes voies de signalisation impliquées dingléveloppement tumoral se présente
comme une approche de choix pour développer deeaoxvagents anticancéreux. Cette
approche permet d’envisager, avec une seule melécatapeutique, le blocage de plusieurs

RTKs pour augmenter I'efficacité et diminuer lésistance$>°

Les motifs quinazoliniques sont des hétérocyclegelaent représentés parmi les
inhibiteurs de tyrosine kinase commercialisés {eilo, gefitinib, vandetanib). lls ont fait
'objet du développement de plusieurs travaux deséhau sein du laboratoire qui seront

présentés dans la premiére partie de ce chapitre.
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Erlotinib (Tarceva®) Géfitinib (Iressa®) Vandétanib (Caprelsa®)
inhibiteur EGFR inhibiteur EGFR inhibiteur EGFR/VEGFR

A partir des relations structure-activité issuescds travaux du laboratoire, nous
avons développé plusieurs composés agissant suraildes pharmacologiques distinctes :
sur les RTKs (EGFR, VEGFR, PDGFR et c-Kit) et SADIN. L'étude de ces composés est
divisée en trois parties dans ce chapitre :

= Une premiere partie développera la conception, yathgese et [I'évaluation

pharmacologique de 7-aminoalkoxyquinazolingsant le VEGFR, le PDGFR et c-

Kit et présentant un pouvoir anti-angiogénique.
= Une seconde partie portera sur la modulation dgeoation 2 de la quinazoline avec

les travaux sur les_1,2,3-benzotriazine®s 2-aminoguinazolineset les 2-

aminométhylguinazolinesCes composés ont montré une action pharmacolegqu

les RTKs mais aussi sur ’ADN pour certains d’erguoe.
= Enfin une derniére partie sera consacrée aux miolgade I'’hétérocycle central
guinazoline avec la conception, la synthese ealig@tion pharmacologique de dérivés

thiénopyrimidiniques et thiazolotriaziniques

1%0F Broekmaret al, World Journal of Clinical Oncology2011, 2, 80-93.
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TRAVAUX ANTERIEURS MENES AU SEIN DU LABORATOIRE

. LA QUINAZOLINE AU CENTRE DES ITKS

La quinazoline représente un hétérocycle intérégsanr concevoir de nouveaux
agents pharmaceutiques, notamment des inhibiteutsctivité tyrosine kinas&! L'un des
premiers inhibiteurs synthétisés appartenant &ri@ sles quinazolines fut le compdSAQ.

A partir de cette 4-anilinoquinazoline fonctionsék en position 4 par une aniline chlorée, le
composéPD153035a vu le jour. Ce dernier posséde un pouvoir dbitlin de 'EGFR

remarquable (G = 0,50 nM) malgré une faible cytotoxicitévitro.

s s 2. QL
6 SN3 HN Cl HN Br

7 z T/)Z SN /O SN
N/) ~o N/)
. , PD153035
Quinazoline CAQ Clsc EGFR= 0.5 nM

Depuis la découverte daD153035par le groupe Parke-Davis, plusieurs molécules
reprenant I'hétérocycle quinazoline ont été dévedms. De toutes les modifications
structurales, plusieurs dérivés 4-anilinoquinazglies ont permis d’aboutir a des ITKs de
'EGFR (géfitinib, erlotinib) ou a des ITKs mixt€&&GFR/VEGFR comme le vandétanib. Ces
composeés présentent desdSur 'TEGFR plus faibles que le PD153035 mais lgdoxicité

est nettement plus élevée.

Ces 4-anilinoquinazolines miment le noyau adénimdéadmolécule d’ATP et agissent
selon un mode compétitif réversible. Les atomegat@en position 1 et 3 de I'hétérocycle
permettent plusieurs liaisons hydrogene nécessail@stabilité de la molécule dans le site de
fixation de 'ATP.

Suite a ces éléments et afin de développer de aowvéTKs, les travaux du
laboratoire se sont orientés sur la synthese deédéquinazoliniques se différenciant par

leurs subtituants en position 4, 6 et 7. Les diffiées modulations sont développées ci-apres.

1517, p. Selvam et P. V. KumaResearch in Pharmacg011, 1, 1-21.
72



TRAVAUX ANTERIEURS MENES AU SEIN DU LABORATOIRE

II. FONCTIONNALISATION DE LA QUINAZOLINE

L’essentiel des travaux de modulations s’est af@&n position 4 de la quinazoline.
Celle-ci a été substituée par difféerentes anilieésanilines N-méthylées, ainsi que par

différents groupements aryloxy.

1. Travaux de modulation de la position 4

L’analogue du vandétanib présentant des chainésomgéen position 6 et 7 a été
synthétisé au laboratoir®1). Les analoguell-méthylé P2) et aryloxy P3) de ce composé
ont également été envisageés afin d’évaluer l'imguré du groupement NH en position 4. Les

résultats d’inhibition enzymatique des trois prasigiont repris dans le Tableau 3.

FKJ/ Br FKJ/ Br FKJ/ Br Fj©/ Br
_o N HN HN >N o}

N rndnnns rndnnns i
Ro N/)

vandétanib P1 P2 P3
R O/Fﬁ CH3 CH3 CHS
_N
Clso EGFR 800 nM 5 700 nM > 10 000 nM 5900 nM
Clso VEGFR-2 70 nM 1 650 nM > 10 000 nM 600 nM

Tableau 3 : Résultats enzymatiques (EGFR et VEGFRd2s produits P1 a P3

Le composé1 montre une inhibition mixte EGFR/VEGFR-2 avec dakeurs de Gh
supérieures a celle du vandétanib. La modulatiotad#aine du vandétanib par une chaine
méthoxy en position 7 fait chuter la valeur d'intidn sur le VEGFR-2, ce qui montre
'importance d’'une chaine aminoalkoxy en positiopodr inhiber le VEGFR-2. L'alkylation
de I'aniline en position 4 a provoqué une pertdfilidé pour les deux récepteurs. Cependant
le produit P2 a montré une cytotoxicité intéressante sur plusidignées cellulaires
cancéreuses et des évaluations pharmacologiquepeontis de mettre en évidence son
pouvoir intercalant de I’ADN. Cette modulation pveu’'importance du groupement NH pour
inhiber 'TEGFR et le VEGFR-2. L'aryloxyquinazoliri®3 inhibe les deux récepteurs avec une
sélectivité pour le VEGFRersus’EGFR, montrant la nécessité du groupement éémer
position 4 pour inhiber le récepteur au VEGF.

Ces premieres modulations de la position 4 ont [geda distinguer : un inhibiteur
mixte EGFR/VEGFR-2 KH1: 4-anilinoquinazoline), un intercalant de 'ADNPZ: 4-N-
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méthylanilinoquinazoline) et un inhibiteur sélecftfEGFR-2 versus EGFR fP3: 4-

aryloxyquinazoline)

A partir du compos®1, plusieurs produits ont été synthétisés danstieiéeoncevoir
des ITKs mixtes EGFR/VEGFR-2. Les modulations s& portées sur la nature (halogéne,

amide, carbamate, urée), le nombre et la positiesm slibstituants de l'aniline. Plusieurs

conclusions ont pu étre établies (Tableau 4).

Cls EGFR Cls, VEGFR-2
vandétanib 800 nM 70 nM
F. Br
HN@ P1 5700 nM 1 650 nM
oo
F
@[ P4 400 nM 5 300 nM
HN Cl
N\IVI./VW
H
N\[(
O o P5  >10 000 nM > 10 000 nM
HN
/\MIJ.MI\I
H
N
O I : P6 8 600 nM > 10 000 nM
HN o
.
H H
_O SN /©/ \Iof Q P7  >10000 nM > 10 000 nM
HN
~o N/) rdnnn
H H
N N Cl
O/ \[(1)/ \C[ P8 > 10000 nM 4 300 nM
HN F
s
H
N O\/
Q \Iof P9  >10000nM 5 600 nM
HN
rdrnns
H
N O\/
Q T P10 900nM 500 nM
HN
rdnnns
H
N__O_
@[ o P11 900 nM 600 nM
HN Cl
el
Cl
O
N NS P12 900 nM 5 500 NM
o H

Tableau 4 : Résultats enzymatiques (EGFR et VEGFRd2s produits P4 a P12

74



TRAVAUX ANTERIEURS MENES AU SEIN DU LABORATOIRE

Concernant les dérivés halogénés, une inhibitioxtaniest observée avec une
sélectivité pour 'EGFRrersusle VEGFR-2 pour le compos#&! porteur d’'un chlore eméta
et d'un fluor enpara. La substitution de I'aniline par des amidespana ne provoque pas ou
peu d’inhibition P5 et P6). Les résultats obtenus avec les dérivés de type warient en
fonction du substituant de I'urée. Le comp®3€ fonctionnalisé par un motif pyrrolidinoéthyl
ne présente aucune inhibition sur les deux enzioes que le produl®8 porteur d’'une urée
aromatique halogénée montre une inhibition int&ete sur le VEGFR-2 (6l= 4,30 uM).

La substitution par un motif carbamate d’éthylepama de l'aniline conduit a une
inhibition mixte EGFR/VEGFR-2 lorsque l'aniline edisubstituée emétapar un méthyle ou
un atome de chlore. Les compo&d® et P11 montrent en effet des inhibitions inférieures au
micromolaire sur les deux récepteurs. L'isomériepdsition a été évaluée avec le produit
P12 Elle provoque une perte d'affinité pour le VEGERien que la Ghsur 'EGFR reste
identique. Un docking dans les deux sites actifsauposé’1l a été réalisé pour établir les

principales interactions mises en jeu (Figure 37).

o [
wr

Glu 738
Glu 885
Aniline n
dans cavité hvdrophobe /@ ‘TI/O‘\«"'
o
Hl‘;l Cl
.o R~ N Asp1046
J| 1 ) Asp831
So AP HO Thr 830
Thr766

Met 769

Cys2l>

Figure 37 : Docking du composé P11 dans le siteifade 'EGFR et duVEGFR-2

Plusieurs interactions ont été mises en éviderfeegru docking :
= une liaison hydrogene accepteur établie avec I'atbih de I'hétérocycle et les motifs
amide des résidus Meg$ (EGFR) et Cyso (VEGFR-2),
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= une liaison hydrogene accepteur établie avec l'attd3 de I'hétérocycle avec la
Thrye6 (EGFR)via une molécule d’eau,

= Janiline se fixe dans une des poches hydropholes sites ATP de I'EGFR et
VEGFR-2,

= |e motif carbamate d’éthyle interagit, grace a gesupements NH et CO, par des

liaisons hydrogene donneur-accepteur avec difféngstidus des deux sites actifs.

Les 4-anilinoquinazolines substituées par des caabes se sont révélées étre des
inhibiteurs mixtes EGFR/VEGFR-2 avec des valeuishibition intéressantes sur les deux

enzymes et ont pu faire I'objet d’'une publicatigh.

La synthése des dérivésméthylés au sein du laboratoire a commenceé aver de

I'EBE-A22, analogue dPD153035qui présente une trés forte affinité et sélediyour le

wet

récepteur a 'EGF.

/O \N /O \N
~o N/) ~o N/)
PD153035 EBE-A22
Clso EGFR= 0,50 nM Clso EGFR > 10 000 nM

Contrairement auPD153035 le composéN-méthylé EBE-A22 ne présente pas
d’inhibition enzymatique de I'EGFR mais possede pmofil cytotoxique intéressant sur
différentes lignées canceéreuses. Plusieurs évahsapharmacologiques, réalisées au sein de
I'Institut de Recherche sur le Cancer de Lille (IBGont prouvé que EBE-A22 interagit par
stacking avec les bases de I'ADN, avec une préfér@our les séquences riches en guanine
et cytosine->*

Des analoguebl-méthylés elN-alkylés de IEBE-A22 ont par la suite été synthétisés

au sein du laboratoire pour développer une nousdie d'agents intercalant de 'ADK?

152 A Garofaloet al, MedChemComn2011, 2, 65-72.
1533, F. Goosserst al, Biochemistry2001, 40, 4663-4671.
154 A, Garofaloet al, Journal of Medicinal Chemistr201Q 53, 8089-8103.
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J'ai pu participer a ces travaux dans le cadre a@m stage de Diplédme Universitaire
Techniques d’Elaboration et d’Analyse de Biomolésu

Aucun des composéé-meéthylés synthétisés n'a présenté d’inhibitionyematique de
'EGFR a 10 uM. Tout comme I'EBE-A22, les composéssont révélés étre des intercalants
de I'ADN. Quelques résultats des tests de dénadarétiermique de '’ADN et d’inhibition de
la prolifération cellulaire sur HT29 (cancer duad) sont présentés dans le Tableau 5. Les
valeurs deATmrefletent I'affinité des composés pour 'ADN.

ATmen °C Cls5oHT29
ctDNA (célon)

HNQBr PD153035 0,2°C 10,1 pM

/V\J\IJJW\/
\NQBr EBE-A22 8,2°C 6,1 uM
/\/\I\III\I\N
N Br P13 8,4°C 6,3 uM
o N/) Ill 9,9°C
val/wv
N~y 5 P15 14,0°C 5,7 UM
val/vw
P16 2
Ou\/\N " 13,5°C 3,2 uM
/vvvl/wv

Tableau 5: Résultats des tests de dénaturation thigue de '’ADN
et d'inhibition de la prolifération cellulaire suHT29 (cancer cblon) des produits P13 a P16

Le dérivé N-méthylé P13 présente un pouvoir intercalant intéressant re¢ u
inhibition de la prolifération cellulaire de HT2®!introduction d’'une chaine aminoalkyle
(P14-P16) a permis d'améliorer la valeur @8 m traduisant une meilleure intercalation avec
’ADN. Ceci peut s’expliquer par une possible lmisélectrostatique entre les groupements
phosphates de I'ADN et les amines tertiaires pnoé@s dans les conditions opératoires ce qui

entraine une meilleure interaction.
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La substitution par différents groupements arylexyposition 4 de la quinazoline a
été envisagée pour synthétiser de nouveaux inhisiteélectifs du VEGFR-2ersusEGFR.
Les groupements aryloxy portés par la quinazolendiférencient par la nature et la position
de leur substituant sur le groupement aromatiqaéo@éne, amide, carbamate, urée). Les

résultats d’inhibition de quatre composés sontisegans le Tableau 6. Les analogues de

chaque composé en série anilino sont égalemerns idgons le tableau.

X CloEGFR  Clg VEGFR-2
vandétanib 800 nM 70 nM
@F NH P4 400 nM 5 300 nM
X Cl
o) P17  >10000 nM 9 500 NM
Hp NH P6 8 600 nM > 10 000 nM
X~ C © 0 P18  >10000nM > 10 000 nM
mndrnn
< > N o NH P8 900 nM 500 nM
LY
X > 10 000 NM
o) P19 600 NM
N N c NH P10  >10000nM 4300 nM
Oy Cr
X ° F > 10 000 NM
X o) P20 40 NM

Tableau 6 : Résultats enzymatiques (EGFR et VEGFRA2s produits P17 a P20

Le remplacement du motif anilino par un motif ptvén substituté par des halogenes
(P17) conduit a une chute de l'inhibition sur les deéxepteurs. Le groupement amide est

également néfaste pour I'inhibition des deux enz/(@;, > 10 uM).

Contrairement au composé mixR8, le composé phénoxX19 porteur d’'un carbamate
présente une nette sélectivité pour le VEGFR&BUSI'EGFR. La substitution de I'aryloxy
par un groupement plus volumineux comme une urématique halogénéd’20) renforce
cette sélectivité. Un docking dans le site actiMEGFR-2 du composB20a été réalisé pour

établir les principales interactions mises en fagyre 38).
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VEGFR-2 ,{\ AN

S H H
YT
3 0 O F
0 - A
N sp 1046
oy
Cyé 919

Figure 38 : Docking du composé P20 dans le siteifadti VEGFR-2

Ce composé se lie au site actifa trois liaisons hydrogéne. L’atome N1 de
I'hétérocycle établit une liaison hydrogene acceptvec le résidu Cys et le motif urée
interagit, grace a ces groupements NH et CO, paidisons hydrogéne donneur-accepteur

avec différents résidus du site actif.

Suite aux résultats enzymatiques trés encourag€antompos®20 une série de 4-
aryloxyquinazolines substituées par des motifs ype turée a été développée afin
d’augmenter l'inhibition sur le VEGFR-2>**®Tous les composés ont présentés des €l

10 uM sur 'EGFR et des glsur le VEGFR-2 de I'ordre du nanomolaire (Tabléau

X Clsc VEGFR-2
vandétanib 70 nM
H H H P20 40 nM
N N Cl
@[ T \C[ CH, P21 6 nM
(@] X F
roodonn cl P22 9 nM
H H H P23 6 nM
N N Br
ol T
~o N/) (o] X
oo cl P25 8 nM
H H H P26 30 nM
N N
/@[ E CH, P27 20 M
(0] X
e cl P28 40 NM

Tableau 7 : Résultats enzymatiques (VEGFR-2) desduits P20 a P28

Afin de dresser un profil de sélectivité, troisais puissants inhibiteurs du VEGFR-2
(P23-P25 ont été choisis pour étre évalués sur un pandl Bmases souvent inhibées de

155 A, Garofaloet al, Bioorganic and Medicinal Chemistry LetteB911, 2106-2112.
1%6 A, Garofaloet al, Journal of Medicinal Chemistr2012 55, 1189-1204.

79



TRAVAUX ANTERIEURS MENES AU SEIN DU LABORATOIRE

maniére concomitante avec le VEGFR-2. Parmi caieon retrouve les deux autres
membres de la famille du VEGFR (VEGFR-1 et VEGFRFI)GFRSB, c-Kit, c-Met, Src et
Raf (Tableau 8). Ces tests ont été réalisés paod&été ProQinase. Les résultats d'un anti-

angiogénique de référence (cédiranib) sont égalerapris dans le tableau.

Clspen nM
VEGFR-1 VEGFR-3 PDGFR-R c-Kit c-Met Src Raf
cédiranib 39 11 38 1530 967 156 > 10 000
P23 46 9 5 16 2 300 5 400 900
P24 35 15 89 100 > 10 000 > 10 000 2800
P25 18 15 20 38 2 000 3100 100

Tableau 8: Résultats enzymatiques (VEGFR-1, VEGFRPDGFR4, c-Kit, c-Met, Src et Raf)
des produits P23 a P25

Les composeR23 P24 et P25 présentent un profil de sélectivité identique. tress
produits présentent de tres bonnegs, Gur les membres de la famille du VEGFR, ainsi que
sur les récepteurs PDGHRet c-Kit (Cko < 100 nM). Les valeurs d’inhibitions obtenues sur
c-Met et Src restent supérieures au micromolairenhibition de Raf est proche du

micromolaire a part pour le compadB825 qui présente une §lde 100 nM sur cette kinase.

Les études ont été complétées par des tests hitiohi de la prolifération cellulaire
sur trois lignées cellulaires cancéreuses (PC3erafe la prostate ; HT29, cancer du célon et
MCF7, cancer du sein) et sur des cellules endatlélide la veine ombilicale humaine qui
surexpriment le VEGFR-2 (HUVEC) (Tableau 9).

Clgoen uM
(rostate) ___(cblon (o) HuvEC
cédiranib >10 1,6 7,9 0,3
P23 >10 9,1 9,8 1,9
P24 > 10 >10 >10 0,7
P25 > 10 > 10 > 10 0,5

Tableau 9: Résultats d’inhibition de la proliféradn (PC3, HT29, MCF7, HUVEC)
des produits P23 a P25
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Malgré de trés bons résultats sur enzymes, lesufisode présentent pas ou peu
d’inhibition de la prolifération cellulaire des tdks cancéreuses (§glproches ou supérieures
a 10 uM). A l'inverse, l'inhibition des HUVEC pagd composés est tres intéressante puisque

les Ckp sont proches ou inférieures au micromolaire.

L'un des objectifs de nos travaux de thése consistel’amélioration du potentiel

cytotoxique de ces composés tout en gardant unébitibn enzymatique au nanomolaire.

Conclusion sur les travaux de modulation de la posn 4

Les travaux entrepris au sein de notre équipe emhig la découverte :

= de puissants inhibiteurs multikinase VEGFR, PDGER-Kit qui ne présentent pas
d’inhibition de la prolifération cellulaire cancése,

» des agents intercalants montrant une cytotoxicagemne,

= et des inhibiteurs mixtes EGFR/VEGFR-2.

Les principales relations structure-activité issuks travaux de modulation en

position 4 de la quinazoline sont reprises daksdare 39.

X=NH T tabioss Rl .. .
Inhibitionmixte EGFR/VEGFR. g Liaisons hyd rogéne avec
Todispensable pous hihiber EGFR Gl 738 et Clo BSE Lys 868

X=0
Inkibition sélective duVEGFR- 2 versus EGFR H HoH
X = N- mithyl ou N-Alkyl g o L JR
Absmced inhibition de l'activité TK % O Y Z
Pouvoir ictercalant de 'ADN
\. ! Liawons hydrogéne avec Linisons hydrogéne avee
X Asp 1048 ot Avp B3] on The 530 Lap 83l
~ /) Liamons hyd rogene avec R = CHa. CoH=, CsH
(6] N The 66 i kculs &' 3, CoHs, C3H7
- Y =CHzouCl
“':T"fﬁ];&ﬂ”{#"fr R’ = 3-Cl,4-F ; 3-Br; naphty!
avee Mert on by Y'=H, CH3z ou Cl

Figure 39 : Travaux de modulation autour de la pdisin 4 de la quinazoline
Interactions mises en évidence avec le site de ARZn bleu
Interactions mises en évidence avec le site du VIRSFen vert
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2. Travaux de modulation des chaines en positiondd 7

Plusieurs travaux de modulation ont été effectugsles chaines de type éther en

position 6 et 7 de la quinazoline. Les études s& portées sur des 4-anilinoquinazolines

substituées par des halogenes ou par des grougeoaebhamate.

Au sein du laboratoire, une quarantaine de congpatgétype 4-anilinoquinazolinique,

ont été synthétisés dans le but de concevoir dasgues de I'lressa®’

j@d
HN Cl

o 2
Géfitinib (Iressa®)
inhibiteur EGFR
Clsg EGFR= 37 nM

= |
R
HNT S
— O
/\/\O N/
Série A

HN/Q\

SN
Erlotinib (Tarceva®)

inhibiteur EGFR
CISC EGFR=2 nM

\0/\/0

/ |
R
HNTY
\/\/O SN
—
_/N\/\O N/)
Série B

Ces composés se différencient par leur anilinetdube en positioométaet/oupara

et par leur chaine en position 6 et 7. La chaingphwinopropoxy en C-6 du géfitinib a été

mimée par une chaine diéthylaminoéthoxy et le ggment méthoxy en C-7 a été remplacé

par une chaine butoxy dans le but de mimer unecdames de I'erlotinib. L'isomérie de

position des chaines diéthylaminoéthoxy et butogyéaenvisagée.

La série A a montré de meilleurs résultats sur FRGavec des G{ inférieures au

micromolaire. Pour le VEGFR-2, la série B a pré&atds résultats plus intéressants, bien que

I'activité inhibitrice du VEGFR-2 reste

faible. Cesnolécules ont été évaluées

pharmacologiguement et ont révélé une activité pasiiférative supérieure a celle du

géfitinib.**®

157 M. Desrosegt al, Fundamental and Clinical Pharmacolog3004 18, 593-599.

158 A, Telliezet al, ChemMedChen2007, 2, 318-332.
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Suite a ces résultats, la modulation des chaiagypk éther a été envisagée sur les
composés inhibiteurs mixtes EGFR/VEGFR-2. Les tasib’inhibition enzymatique (EGFR
et VEGFR-2) et d’inhibition de la prolifération adhire de PC3 (cancer de la prostate) des
analogues du composé inhibiteur miRtEl sont repris dans le Tableau 10.

H\[ro\/ Clso PC3
HN/©[CIO ClsEGFR  Clsy VEGFR-2 (prgf;tate)

rnndnn

vandétanib 800 nM 70 nM 7,3 UM

O& P11 900 NM 600 nM >10 UM
~o N7
/O&v P26 5 500 nM 500 NM > 10 UM
~—"0 Ng
™~ /ODEE; P27  >10000nM 3400 nM 5,4 UM
\/N\/\O N/)
@ j&' P28 > 10 000 NM 800 nM 5,2 UM
\/\O

\N P29 > 10 000 nM 4 800 nM 2,5uM
\/N\/\O

Tableau 10 : Résultats d'inhibition enzymatique (F® et VEGFR-2)
et d'inhibition de la prolifération (PC3) des pradts P26 a P29

L’inhibition de l'activité enzymatique de ces consgs a é€té étudiée sur les deux
récepteurs isolés. Les résultats permettent delu@ngue I'ajout d'une chaine alkyl®Z6)
ou aminoalkyle P27-P29) en position 7 engendre une diminution de l'intriri de 'EGFR.
Cependant I'ajout de ces chaines en position fraip&le garder une affinité correcte pour le
VEGFR-2.

L’ajout d’une chaine propoxy en position 7 de langaoline ne permet pas d’inhiber
la prolifération cellulaire sur PC3. En revanchtidoduction d’'une chaine aminoalkoxy en
C-7 améliore l'activité cytotoxique. De plus, I'mtluction d’'une chaine butoxy en position 6

(P29 du noyau quinazoline augmente cette activitéaniiférative sur PC3.
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Conclusion sur les travaux de modulation des chasren position 6 et 7

De maniere générale, I'ajout d’'une chaine aminoajlen position 6 permet de garder
une affinité intéressante pour 'lEGFR. A l'invergmtroduction de cette chaine en position 7
conduit a une perte de linhibition de 'TEGFR maiermet de garder une affinité pour le
VEGFR-2. Dans les deux cas, lintroduction des mbsiaminoalkoxy permet d’améliorer

I'activité cytotoxique des composés.

3. Travaux de modulation de I'hétérocycle quinazahique

D’autres travaux entrepris au laboratoire se singés$ vers la synthése d’analogues
originaux du composeD153035"°

N-N
: I
Q @\ HN Br /OmNIN
HN Br
HIN Br o 0 SN ~o N

- =

o \N i g 1
~ /) o \N N N
N=N Br

o} N
PD153035 Derive Dérivés
ClsoEGFR=0,5nM  imidazoloquinazolinique tétrazoloquinazoliniques

Les composes tricycliques (hétérocycles imidazetaétrazoloquinazoliniques) issus
de ces travaux se sont révélés étre inactifs GHR ainsi que sur plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses. L’encombrement créé patroisieme cycle empéche vraisem-

blablement ces composés de pénétrer dans le 8ite ac

La pharmacomodulation de I'hétérocycle quinazqgliel en dérivés pyrimidiniques

analogues de I'lressa® a également été entrepuisein du laboratoire.

159 E. Bouey-Bencteurt al, Anticancer Drug Design 998 13, 893-922.
84



TRAVAUX ANTERIEURS MENES AU SEIN DU LABORATOIRE

0™

K/N\/\/O : N

_ | "o
o : N) R N/) EE E’a 0
géfitinib (Iressa®) - N
inhibiteur EGFR AvecR N o ~o ”Ez
P35

(6]
Clso EGFR= 37 nM -
P34

c P32

L, KX Loy
HN HIN cl P30 P31
SN

(6]
P33

Malgré la présence des deux azotes inclus dangle pyrimidinique, les composés
synthétisés ont présenté de faibles affinités paBGFR et le VEGFR-2. Seuls les composés

P32 et P35 ont montré des G d’environ 5 uM sur I'EGFR. Aucune inhibition de la

prolifération cellulaire n’a été détectée avecammposés (Gh> 10 uM).

La conception de quinoléines substituées en positipar des groupements méthyle,

phényle et furanyle a été envisageée.

XO \g/ |/_R' AvecR=;{CH3 L
/Om X =NH ouO
o N R

R’=H, F, Cl ouOMe

L’étude de I'activité tyrosine kinase a été réaisér le récepteur isolé VEGFR-2 mais
aussi EGFR. Cette étude n’a donné aucun résuljaifisatif sur les deux enzymes, les

valeurs d’inhibition étant toujours supérieureDaulA.

Conclusion sur les travaux de modulation de I'hété&rycle quinazolinique

Grace a ces études, nous pouvons conclure sur dftamce d'un ensemble
hétérocyclique bicyclique comportant au minimum >deazotes pour permettre le bon
positionnement des composés au niveau du site etizym.Les travaux entrepris au sein
du laboratoire sur la pharmacomodulation de I'hét@rycle quinazolinique n’ont pas donné
de résultats concluants. L'un de nos objectifs ést poursuivre ces efforts pour découvrir

de nouveaux inhibiteurs présentant un ensemble hétyclique original.
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LES 7-AMINOALKOXYQUINAZOLINES - CONCEPTION

[. CONCEPTION DES 7-AMINOALKOXYQUINAZOLINES

Les dérivés 4-aryloxyquinazoliniqgues substitués g@s groupements de type urée
volumineux se sont révélés étre de puissants iehits du VEGFR, du PDGFR et de c-Kit.
Malgré une inhibition tres intéressante des calHBJVEC, ces composés n'ont montré
aucune inhibition de la prolifération cellulairencgreuse™®®*®*L’'un de nos objectifs est
d’améliorer le pouvoir cytotoxique de ces prodtitst en gardant de bonnes affinités pour le
VEGFR, le PDGFR et c-Kit. D’apres les travaux aietdns, nous savons que le remplacement
du groupe méthoxy par un groupe aminoalkoxy entipos? du squelette quinazolinique est
raisonnablement bien toléré par le VEGFR. De glus;orporation de chaines aminoalkoxy

permet d’augmenter I'inhibition de la prolifératiogllulaire cancéreuse.

A partir de ces observations, nous avons donc ageidincorporation de chaines
aminoalkoxy en position 7 d’inhibiteurs multikinas&GFR, PDGFR et c-Kit dans le but
d’augmenter leur pouvoir cytotoxique. Le substituporté en position 4 a été choisi en
fonction des résultats obtenus en série 6,7-dimgthonazolinique. Les compos@23 P24
et P25 fonctionnalisés par une urée aromatique bromémeétaont présenté les meilleurs
résultats sur le VEGFR-2. Nous avons donc sélenfiaze motif urée pour réaliser I'étude.
Plusieurs chaines aminoalkoxy se différencianigariongueur et par la nature de leur motif
aminé ont été incorporées en position C-7. L'ajsimultané d’un motif butoxy en C-6 a
egalement été envisage. Au total, cing sére&) de composeés ont été congues, synthétisées

et évaluées pharmacologiquement.

Série R R’ H CH; CI

o C CHs G\l\/?; 6 7 8
o .
D CHs N\/}f 9 10 11

E  CH, OW 12 13 14

180 A, Garofaloet al, Bioorganic and Medicinal Chemistry LetteB911, 2106-2112.
181 A, Garofaloet al, Journal of Medicinal Chemistr2012 55, 1189-1204.
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Il. EVALUATION PHARMACOLOGIQUE DES 7-AMINOALKOXY-QUINAZOLINES

1. Résultats d’inhibition enzymatique

Les composés ont été testés sur un panel de neadds (EGFR, VEGFR-1, VEGFR-
2, VEGFR-3, PDGFR-3, c-Kit, c-Met, Src et Raf).iJa mesurer l'activité enzymatique
tyrosine kinase de I'EGFR et du VEGFR-2 en suivBimicorporation de phosphate
provenant d’ATP radiomarquéyd2P]ATP]) sur un substrat peptidique contenantrds&lus
tyrosine, le [Poly(Glu,Tyr) 4:1]. L'inhibition desutres kinases (VEGFR-1, VEGFR-3,
PDGFR-R3, c-Kit, c-Met, Src et Raf) a été realiséelp société ProQinase également grace a
un test radioactif *PanQinase activity assay)Le vandetanib (inhibiteur mixte
EGFR/VEGFR-2) et lecédiranib (inhibiteur VEGFR/PDGFR) ont été choisis comme
composés de référence pour ces différents testsnpbalogiques. Les résultats obtenus sont

exprimeés en Gh(nM) et présentés dans le Tableau 11.
Discussion

Les composeés de la sére présentant une chai@butoxy en position 6, montrent
des affinités pour le VEGFR, PDGFR- et c-Kit plaibles que les composés de la série 6,7-
diméthoxyquinazolinique. Les composés de la sBrighaine diéthylaminoéthoxy en C-7)
présentent de meilleuressghue leurs analogues de la sékiesur VEGFR, PDGFR- et c-
Kit. La cyclisation du motif diéthylaminoéthoxy @ipéridino- (sérieC) ou pyrrolidinoéthoxy
(sérieD) est raisonnablement bien tolérée sur les traiadds. Le remplacement de la chaine
pipéridinoéthoxy par une chaine pipéridinopropos§rieE) conduit a d’excellents résultats
d’inhibition enzymatique sur VEGFR, PDGFR-B et ¢-KClso < 12 nM). De plus
'allongement du linker carboné permet d’inhibeackivité de 'EGFR avec des valeurs

proches du micromolaire.

Pour les kinases c-Met, Src et Raf, les valeurghiition sont plus faibles pour tous
les composés. Néanmoins quelques différences $sein@es. Lorsque la position eréta
du phénoxy est libre (X= H), les résultats sur a-Mied Src sont meilleurs que lorsque le
phénoxy est substitué par un groupement méthylaurowatome de chlore. A l'inverse,
I'insertion d’'un atome de chlore enétade I'aryloxy conduit a une augmentation de I'afin
pour Raf.
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H\H/N Br Clsoen nM

O/C[x o \© EGFR  c-Met Raf Src VEiFR VE_(;FR VE%':R PD_%FR c-Kit

e cédiranib 2100 967 > 10 000 156 39 14 11 38 1530

vandétanib 800 N.D. N.D. N.D. 150 69 260 5300 N.D.

X=H P23 >10000 2310 930 5470 46 6 9 5 16

X =CH; P24 >10000 >10000 2810 > 10000 35 4 15 89 102

X=Cl P25 >10000 2000 110 3130 18 8 15 20 38

<q§ X=H 1 >10000 1770 308 1090 122 12 199 61 55
8 X = CHjs 2 >10000 3320 273 2130 59 44 112 395 168
0 X=H 3 > 10 000 963 245 232 7 1 22 7 7
% X = CHjs 4 >10000 1100 400 1900 19 8 12 98 91
@ X =Cl 5 >10000 1420 60 283 4 4 13 15 9
O X=H 6 > 10 000 977 356 262 11 4 26 8 12
;% X = CHjs 7 >10000 3440 114 604 6 2 19 51 25
@ X =Cl 8 >10000 4710 119 654 5 3 17 64 22
a X=H 9 > 10 000 706 205 239 5 3 23 4 6
;% X = CHjs 10 >10000 2870 103 548 5 2 14 36 13
@ X =Cl 11 >10000 1850 63 254 5 1 8 17 13
" o N X=H 12 9710 350 268 155 4 2 12 4 6
£ N0 @ X=CHy 13 2300 1390 120 126 5 4 8 9 9
@ Q X =Cl 14 1930 619 73 66 & 1 6 5 5

Tableau 11: Résultats d'inhibition enzymatique deoduits 1 & 14Clsg entre 1-9 nM/ Clgo entre 10-99 nM/ Clsq entre 100-999 nM/ Cl s entre 1000-9999 nN)
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Conclusion

L’ajout d’une chaine aminoalkoxy en position 7 degliinazoline a permis de garder
une activité inhibitrice intéressante pour le VEGHR PDGFR et c-Kit. Les dérivés de la
sérieA, substitués par une chaif@ebutoxy en position 6 de la quinazoline, présentard
affinité plus faible pour le VEGFR, le PDGFR et @-Hue les composés des séife<C, D et
E. Une chaineO-butoxy portée en position 6 de la quinazoline éshc défavorable a
l'inhibition du VEGFR, du PDGFR et de c-Kit. Lesro&s de la sériee montrent les
meilleures valeurs d’inhibition pour le VEGFR, I®BFR et c-Kit (Cip< 12 nM). Cette
observation permet d’affirmer que la longueur deHaine carbonée en position 7 influence
les résultats enzymatiques. En effet, la chaineérggimopropoxy (sérieE) permet
d’augmenter I'affinité pour les kinases d’intéréimégalement pour 'EGFR.

Les modifications apportées aux inhibiteurs muitise VEGFR, PDGFR et c-Kit ont

permis de garder ou de renforcer l'affinité pous denases. Afin d’évaluer le pouvoir

cytotoxigue des nouveaux composés, des tests biifitm de la prolifération ont été réalisés.

2. Résultats d’inhibition de la prolifération cellulaire

L’activité antiproliférative a été évaluée par Mate Amélie Barczyk au sein du
laboratoire de pharmacologie de 'ICPAL sur diffées lignées cellulaires cancéreuses (PC3,
prostate ; HT29, célon ; MCF7, sein) ainsi queldUVEC grace a un test MTS. Les résultats
sont exprimés en gJ(LM) (Tableau 12).
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H\H/H Br Clsoen uM
AL T prosiste  coon e HUVEC
cédiranib > 10 1,61+0,49 7,94+191 0,27+0,14
vandétanib 7,30£3,00 1,76x0,78 9,57+£0,41 4,39+1,60
X=H P23 > 10 7,26+1,84 9,80+0,90 0,97+0,50
O S
g @ X=CH, P24  >10 > 10 >10  0,83+0,21
~o N
X =Cl P25 >10 >10 >10 0,51+ 0,10
< 1 3,770 1,10£0,09 0,91%+0,05 1,53+0,73
Q
8 2 394+0,07 1,29+054 1,45+1,11 0,78%£0,22
3 2,7620,44 1,22+0,66 3,83+0,43 0,79%+0,17
om
% 4 >10 4,84+ 0,25 >10 1,39+ 0,60
n 5 4,74+1,00 1,19+0,34 4,97+1,75 0,34%+0,11
6 6,58+1,17 1,60+0,08 7,16+1,06 0,33+0,23
O
-% 7 5,39+1,03 1,54+0,61 519+1,09 0,49+0,36
n g 7,03£0,60 2,26+0,53 5,48+ 0 0,48+ 0,06
9 5,32+0,10 1,61+0,08 3,90+0,26 0,38%+0,03
Q
-% 10 6,59+1,19 197+1,11 6,79+1,68 0,51+0,26
@ X =Cl 11 3,38+0,16 1,46+0,26 5,07+1,35 0,48+0,06
X=H 12 1,33+0,20 1,080,115 2,79+1,54 0,12+0,01
Q = 4,09+0,43 1,00x0,11 5,02%+1,19 0,33+0,17
@ X =Cl 14 1,94+0,03 0,67+£0,01 2,78+£0,74 0,17+0,02
Tableau 12: Résultats d’inhibition de la proliféragn cellulaire des produits 1 a 14
Clsp<1puM/Clsgentre 1 et 5 uM/ Clsgentre 5 et 10 pM/ Clsp> 10 pM
Discussion

L’introduction d’une chaine aminoalkoxy en positibnle la quinazoline conduit a une
augmentation significative de I'inhibition de laopfération cellulaire cancéreuse sur PC3,
HT29 et MCF7. Les résultats cellulaires sont édaiia voire meilleurs que ceux des
composés de référenpeandetanib et cédiranib). Les inhibitions les pligressantes sont

obtenues pour la lignée HT29 (cancer du colon) alescvaleurs proches du micromolaire.
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Les composés de la sérle substitués par un motif pipéridinopropoxy sont |asis

cytotoxiques.

L’ajout d’'une chaine aminoalkoxy en position 7ldequinazoline permet également
de garder des valeurs d’inhibition inférieures @acpes du micromolaire sur HUVEC. Les
valeurs sont constantes quelle que soit la natliédhfylamino-, pipéridino- ou pyrrolidino-)
ou la longueur du linker (éthoxy ou propoxy). Ldgo@btenues sur HUVEC sont plus faibles
gue celles obtenues sur les cellules cancéreusesesacellules endothéliales sont plus

dépendantes du signal induit par le VEGF que Iégles cancéreuses.

Conclusion

L’ajout d’'une chaine aminoalkoxy en position 7 d& duinazoline a permis
d’augmenter l'inhibition de la prolifération celaite cancéreuse sur PC3, HT29 et MCF7
ainsi que sur les cellules HUVEC. Les dérivés deédide E, fonctionnalisés par une chaine
pipéridinopropoxy en position 7 de la quinazolinentnent les meilleures valeurs d’inhibition
de la prolifération cellulaire (gJ< 5,02 uM sur les lignées cellulaires cancéreus€dsg<
0,33 uM sur HUVEC).

Grace ces travaux, nous avons rempli un de nostifbjgui consistait & améliorer le
pouvoir cytotoxique des dérivés 4-aryloxyquinazjires, inhibiteurs du VEGFR, du
PDGFR et de c-Kit. Suite a ces résultats enzymasioet cellulaires trés encourageants,

d’autres tests pharmacologiques ont été entrepris.

Nous avons vérifié la cytotoxicité de nos composés une lignée cellulaire saine.
Pour cela, un test d’'inhibition de la prolifératianl uM a été réalisé sur la lignée MRC5
(fibroblastes embryonnaires humains). La valeut géV a été fixé pour ce test afin d’étre au
plus proche des &J obtenues sur la lignée cancéreuse colorectale HI@9Figure 40
reprend les pourcentages d’inhibition obtenus phaque composé a 1 uM sur MRC5 et
HT29.
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100 = MRC5
90 - HT29
80
70 cédiranib

Pourcentage d'inhibition a 1 uM

Figure 40 : Pourcentages d’inhibition a 1 uM des qduits 1 a 14 sur MRC5 et HT29

bY

L'inhibition de la prolifération cellulaire a 1 pMles produitsl a 14 est
considérablement plus élevée sur la lignée cetulaancéreuse HT29 que sur la lignée
cellulaire saine MRC5. L'inhibition de MRC5 est jmurs inférieure a 15%, sauf pour le
composél4 qui présente un pourcentage d’inhibition de 40%guisant sa forte cytotoxicité
sur cellules saines. Grace a ce test, nous avomsefive en évidence une sélectivité de nos

composeés pour les cellules tumoralessusles cellules saines.

L’ajout de chaines aminoalkoxy en position 7 dejl@nazoline permet d’augmenter
l'inhibition de la prolifération cellulaire cancérse. Pour comprendre cette observation, nous
nous sommes posé la question suivari® :quoi I'ajout de telles chaines aminoalkoxy

permet d’inhiber la prolifération cellulaire canc@use ?

Une premiére suggestion de réponse mettrait exnlg@syproteines transmembranaires
spécifiques. Les transporteurs d'efflux AB@TP Binding-Cassetieégalement appelés
pompes a efflux sont surexprimés au sein des eslltumorales. Une surexpression de ces
pompes a la surface des cellules cancéreuses asternso associée a un phénomene de
résistance. Les pompes reconnaissent en effet thcamdent comme étant un substrat et

I'expulsent hors de la cellule cancéreuse.
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Les transporteurs ABC agissent comme des pon#EBase, c’est-a-dire comme
des pompes capables d'expulser une molécule giaténergie fournie par I'ATP.
Récemment, un nombre important d'études morjue les pompes a efflux sont
responsables de l'efflux de thérapies ciblées daks les ITKs. Paradoxalement, certains
ITKs sont décrits comme inhibiteurs des mémmaasporteurs et jouent donc un réle
inverse. Parmi les ITKs qui inhibent les transpamdeABC, on peut citer : le géfitinib,

l'erlotinib ou le lapatinig®**®

Les analogueP24 et 13, inhibiteurs multikinase, pourraient agir de magiepposée
sur les transporteurs ABC. Le compd®24 pourrait étre reconnu comme substrat, et étre
expulsé de la cellule tumorale, d’'ou son manquetiyiéé cytotoxique. Alors que le produit
13 pourrait bloguer la poche a ATP de la pompe anefite qui augmenterait sa concentration

cellulaire et expliquerait son activité antiprotédéve (Figure 41).

Efflux
Récepteur a activité

tyrosine kinase

Transporteur

Figure 41 : Mécanisme potentiel des analogues P24 &

Afin de valider cette hypothése, les deux compasésété testés pour leur pouvoir
inhibiteur sur deux transporteurs de la famille AB@ protéine BCRP Breast Cancer
Resistance Prote)net la glycoprotéine P (P-gp). Le test d’inhibiti@ été réalisé par la
société Cerep. Les pourcentages d’inhibition a ¥0des deux composeés ainsi que les@é

deux références (KO 143 et vérapamil) sont re@isde Tableal3.

1623, Shukleet al, Drug Resistance Updatg2012 15, 70-80.
183 C. Ozvegy-Laczkat al, Drug Resistance Updatg2005 8, 15-26.
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Clgo OU pourcentage
d’inhibition a 10 uM

HTH Br R BCRP P-gp
o/©/\ o) \O KO 143 0,08 uM -
\ vérapamil - 2,70 uM

P24 7% 8%

|
R\OI I\NJ CH,
OW 13 40% 44%

Tableau 13 : Résultats d’inhibition (BCRP et P-gdgs produits P24 et 13

Le produitP24 montre une inhibition inférieure & 10% a 10 uM legrdeux protéines.
Le composd 3 présente des inhibitions de 40% sur la BCRP &4deé sur la P-gp. Malgré la
mise en évidence d’'une difféerence entre les potagess d’'inhibition des deux composés sur
les deux transporteurs, l'inhibition de la BCRRdetla P-gp par le compod4& ne peut pas

expliquer son activité cytotoxique.

L’ajout d’une chaine aminoalkoxy en position 7ldejuinazoline pourrait également
augmenter la solubilité aqueuse des composés meftee ainsi une meilleure inhbition de la
prolifération cellulaire. En effet, il a été démant'importance de la présence de chaines
aminoalkoxy pour augmenter la solubilité aqueupéi&,4 d'inhibiteurs du VEGFE* Des
études de solubilité ont donc été realisées supheposél3 et son analaguB24, mais les
résultats obtenus ne sont pas exploitables. Dedegtaomplémentaires seront effectuées
ultérieurement.

A I'heure actuelle, le réle des chaines aminoaker position 7 de la quinazoline

dans l'inhibition de la prolifération cellulaire maéreuse n’a toujours pas été élucide.

3. Inhibition de I'angiogenése par les 7-aminoalkopquinazolines

Un des tests les plus fiables pour visualisergiagenése consiste en la mesure de la
capacité des cellules endothéliales a former destates tridimensionnelles (formation de
capillaires). Afin d'évaluer et de comparer les fé&héntes séries de 7-
aminoalkoxyquinazolines, I'évaluation anti-angioggie des composé®4, 2, 4,7, 10et13
a eté réalisée a quatre concentrations (0,1 pMMZ 5 pM et 10 uM). Les résultats des 6
composeés et du cédiranib (inhibiteur VEGFR/PDGFB)t orésentés dans la Figure 42.

184, F. Hennequiret al, Journal of Medicinal Chemistr2002 45, 1300-1312.
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Figure 42 : Inhibition de la formation de capillaies par les produits P23, 2, 4, 7, 10 et 14
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Apres un certain temps d’incubation (dans notré Geseures) et en présence de
Matrigel®, les cellules HUVEC forment des strucgifdamenteuses appelées capillaires (cf
contrble Figure 42). Si lors de I'incubation, urtisangiogénique est ajouté au milieu, celui-ci

freine la formation de ces capillaires.

D’apres les photos de la Figure 42, on remarqueladermation des capillaires est
dose-dépendante. En effet, I'organisation des leigis est perturbée par quatre des
molécules testées a 10 pl] 7, 10 et 13), alors qu'a 5 uM, seul le compo$d empéche la
formation des capillaires. Ce compdsgappartenant a la série présente un pouvoir anti-

angiogénique intéressant et plus élevé que laemédér(cédiranib).

4. Inhibition de I'invasion par les 7-aminoalkoxygunazolines

v sz

Un test d'invasion en chambre de Boyden® a étéséésilir les composé4, 2, 4, 7,
10 et 13 pour juger de leur capacité anti-migratoitees produits ainsi que la référence
(cédiranib) ont été testé a trois concentratiof@BL@M ; 0,1 pM et 1 puM) (Figure 43a).

La chambre de Boyden® est composée de deux comgats séparés par un filtre
muni de pores et recouvert d'une membrane basagi{d®) a travers lequel les cellules
HUVEC peuvent migrer. Apres un temps donné, la nramd est récupérée et le nombre de
cellules ayant pu la traverser est compté, ce gunpt de quantifier I'inhibition du pouvoir

invasif des cellules (Figure 43b).
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Figure 43a : Inhibition de l'invasion par les prodits P23, 2, 4, 7, 10 et 14
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Figure 43b : Pourcentages d’invasion des produit2® 2, 4, 7, 10 et 14

Le traitement de ces cellules HUVEC par les inbilis a conduit & une diminution de
I'invasion des cellules de maniere dose-dépendaoigs les composés testés présentent un
pouvoir d'inhibition supérieur a 50% a 1 uM. A diésses plus faibles en inhibiteur (0,1 et
0,01 pM), le composd3 présente un effet anti-migratoire équivalent vatgérieur au

cédiranib.

Les différentes études pharmacologiques entreprisar les 7-aminoalkoxy-

guinazolines ont permis de mettre en évidence hib>: le composé3.

H H
Fegnes

>N
2

_0

Composé 13
Ce produit présente :
- des inhibitions sur VEGFR (1, 2 et 3), PDBRt c-Kit inférieures a 12 nM,
- des Cipsur les lignées cellulaires cancéreuses PC3 (pedskiT29 (colon) et MCF7
(sein) de I'ordre du micromolaire et une;g3ur HUVEC de 0,33 uM,
- une sélectivité pour les cellules cancéreusesgpguort aux cellules saines MRC5,
- un pouvoir anti-angiogénique supérieur a celui édiranib,

- et un pouvoir anti-migratoire supérieur a celuicédiranib.
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Suite a la découverte de ce hit, nous avons s@ubpjrofondir les travaux autour de

ce composé en étudiant notamment sa stabilité wiéab.

5. Etudes de stabilité du composé 13

La mesure des stabilités plasmatique et microdenda composél3 et de son
analogueP24 ont été réalisées par Madame Catherine Pivetease@mude la plateforme
ADME du Péle de Recherche Interdisciplinaire suvikedicament (Lille).

Les résultats de stabilité plasmatique sont reptés sur la Figure 44. Les produits
P24 et 13 présentent tous les deux une trés bonne stapititnatique aussi bien sur plasma

murin que sur plasma humain. Leur temps de demestisupérieur a 6 heures.

Plasma murin Plasma humain
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Figure 44 : Représentation graphique des résultdts stabilité plasmatique
des composés P24 et 13
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5.2. Stabilité microsomiale

Une seconde étude de stabilité a été réalisée mmosomes de souris femelles et
microsomes humains. Les résultats obtenus sordégeprés sur la Figure 45.

Microsomes murins Microsomes humains
250 250
13 —13
P24 -
3 200 4 T 200 &
E EN\
3 5 N e—
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£ 150 £ 50 . —~——
g g A A
.E _g
E 100 E 100
5 8
o [e]
(@] O
50
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
Temps (minutes) Temps (minutes)

Clairance 13 : 16 pL/min/mg
Composés moyennement stables Composés stables
ty2= 30 min t12> 40 min

Figure 45 : Représentation graphique des résultdts stabilité microsomiale
des composés P24 et 13

Les composé®24 et 13 ont des clairances respectives de 75 etl63min/mg sur
microsomes murins. Ces valeurs de clairance pezntattaffirmer que les deux produits sont
moyennement stables sur microsomes murins. Leupdede demi-vie est d’environ 30
minutes. Sur microsomes humains, les valeurs deaet® diminuent. Elles sont de
16ul/min/mg pour le composé3 et de 19L/min/mg pour le composB24, ce qui indique
gue ces produits sont stables sur microsomes hgmbaa temps de demi-vie des deux
produits est supérieur a 40 minutes.

Conclusion

Les travaux sur les 7-aminoalkoxyquinazolines artps de découvrir de nouveaux
inhibiteurs multikinase VEGFR, PDGFR et c-Kit pad®ét une activité antiproliférative de
'ordre du micromolaire sur trois lignées celluksr cancéreuses. Les composés, et plus

particulierement le compodgi&, présentent des pouvoirs anti-angiogénique etnaigtiatoire
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équivalent au cédiranib, inhibiteur multikinaserd&rence. Le composE8 est stable sur le

plasma et les microsomes humains, ce qui faitidenleandidat-médicament potentiel.

Le réle des chaines aminoalkoxy dans linhibitioa th prolifération cellulaire

cancéreuse reste toutefois a élucider.
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lll. SYNTHESE DES COMPOSES DE TYPE 7-AMINOALKOXYQUINAZOLINIQUES

La synthése des cing séries de 7-aminoalkoxyquim&zo A-E) suit le schéma
général suivant :

0]

(0] (0]
HO: :j/ “OH Estérification HODA? Protection Hoﬁ?
HO HO ©/\o

o) 0 o)
Alkylati I/ ) I/ ]
ylation fo) o Déprotection 0 o Alkylation R/OD)‘\?
| | R
0 HO ~o
ou

vanillate de méthyle

o) o) o)

Nitration R/Oj@f‘\ Réduction R/Oji\;f}\? Cyclisation R’O )NH
Ro NO, Ro NH Ro N”
H H
oo
cl o x ©

—0O

) ti 0 P _0
Chloration X )N Substitution R X )N
R'\ — R'\ —
(0] N H H N
: N \ﬂ/ N \©/ Br ©
HO X ©
Condensation !

Os
NH, Cen Br
OO
HO X

série A : R = OBu, R' = diéthylaminoéthoxy;
série B : R = OMe, R' = diéthylaminoéthoxy;
série C : R = OMe, R' = pipéridinoéthoxy;
série D : R = OMe, R' = pyrrolidinoéthoxy;
série E : R = OMe, R' = pipéridinoéthoxy.

La premiere partie de cette stratégie de synthéssisie a introduire les chaines
aminoalkoxy sur l'aromatique. Puis, aprés une étalieétérocyclisation formant la
guinazolinone, le dérivé chloré en 4 est obtenwparréaction de chloration. Enfin une étape

de substitution permet d’obtenir les produits @ble
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1. Syntheése des phénols substitués par un motif @¢15-17)

Ox pyridine
/@[NHZ %N\©/Bf sous azote /@[ \©/
+
HO X
6 1 89"0

15, X=H;16, X=CH;;17, X =Cl

Les motifs de type urée sont préparés a partirédivél aminophénol (1 éq) souhaité et
du 3-bromophénylisocyanate (1 €q). La réaction aledensation se réalise a température
ambiante dans la pyridine sous atmosphére in&tees produitsls, 16 et 17 sont obtenus
avec des rendements respectifs de 71%, 89% et 61%.

Mécanisme réactionnel

2. Synthese du 3-butoxy-4-hydroxybenzoate de métky(21)
Le 3-butoxy-4-hydroxybenzoate de méthyRl)( s'obtient en 4 étapes a partir de

©/\Br

SOCl, 0 K,CO; Q
MeOH Acétone HO
e HO o . edtone :©)J\ ?
0°C puis reflux | reflux
b1 HO 67% 0
18 19

I'acide 3,4-dihydroxybenzoique commercial.

Acetone I/ MeOH
I eflux
8 s 00

87%

1%5H. M. Osborn et N. A. WilliamsQrganic Letters2004 6, 3111-3113.
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= Estérification
La premiere étape de cette stratégie de synthéwsast® a réaliser I'estérification de
l'acide 3,4-dihydroxybenzoique. Cette étape eslisé dans le méthanol en présence de
chlorure de thionyle tout d’abord & 0°C puis aueft®® L'ester 18 est obtenu avec un

rendement de 91%.

= Protection
L’étape de protection sélective du groupement hyyleoen position 4 est réalisée a
I'aide du bromure de benzyle en présence de touigvalents de carbonate de potassium dans
'acétone a reflux. Bien que {a-alkylation enpara soit influencée par le groupement ester, le
fait de diluer le milieu permet de multiplier lendement de la réaction par deux. Le produit

attendul9 est ainsi obtenu avec un rendement de 67%.

= Alkylation
La O-alkylation de I'hydroxyle libre de I'intermédiairE9 est effectuée a l'aide du 1-

iodobutane, en présence de carbonate de potasansi’dcétone a reflux (87%).

= Déprotection
Le 3-butoxy-4-hydroxybenzoate de méthyé est obtenu par hydrogénolyse du
groupe benzyle avec un rendement de 85%. Cette @éapdéprotection est effectuée en
présence de palladium activé sur charbon dans thamé& a pression atmosphérique sous

hydrogene.

166 A. Hassneet al, Tetrahedron Letters1978 19, 4475-4478.
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3. Synthese des dériveés chlorés (42-46)

1<2c03 HNO;_SnCl, o
Acétone CH,CI 0
Y X e ]
reflux -70°C puis reflux R
76-95% 2226 24-78% © 27.31 NO,
R= C4H9 (21)
= CH3
NiR H, HCONH, Cl
MeOH/CH2C12 HCOONH4 POCI3 R/O SN
reflux ) reflux R'< o N/)
o Hy .75% 49-959
4’ 79 32-36 00-75 37-41 % 42-46

série A : R = OBu, R' = diéthylaminoéthoxy;
série B : R = OMe, R' = diéthylaminoéthoxy;
série C : R = OMe, R' = pipéridinoéthoxy;
série D : R = OMe, R' = pyrrolidinoéthoxy;
série E : R = OMe, R' = pipéridinoéthoxy.

La synthése des dérivés chlorés s’effectue en pegta partir du compos&l ou du

vanillate de méthyl commercial.

= Alkylation
La premiére étape consiste en [|'éthérification daniNate de méthyle ou de
lintermédiaire21 en position 4. Cette étape est effectuée danétbae a reflux durant 16
heures, en présence de quatre équivalents de esebde potassium, et d’'un équivalent du
dérivé aminé chloré approprié (Tableau 14).

Série  Produit de départ Dérivé aminé chloré Composé Rdt
A 21 chlorhydrate de la 2-chloroéthid;N-diéthylamine 22 92%
B  vanillate de méthyle chlorhydrate de la 2-chlorgEti, N-diéthylamine 23 76%
C  vanillate de méthyle chlorhydrate de la 2-chlorgkgipéridine 24 95%
D vanillate de méthyle chlorhydrate de la 2-chlorgkgyrrolidine 25 89%
E vanillate de méthyle chlorhydrate de la 3-chlorqytepipéridine 26 94%

Tableau 14 : Rendements des produits 22 a 26
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= Nitration

La nitration sélective en position 6 des dérivE® a 26 est réalisée dans le
dichlorométhane durant 8 heures, en présence dachiiirure d'étain (3 €q) et d'acide
nitrique fumant (3 éq)®’

Le tétrachlorure d’étain, acide de Lewis, agit alen des doublets de I'oxygene de
I'acide nitriqgue pour former l'ion nitronium. Uneis formé dans le milieu réactionnel, I'ion
nitronium attaque sélectivement en position 6 dudas effets électroniques des différents
substituants du cycle benzénique.

La position du groupement nitro a été confirmée lzaralyse du spectréH RMN.
Les dérivés nitré27 a 31 sont obtenus avec des rendements de 24 a 78%Ieeldifférentes
seéries.

= Réduction
Les composéS2 a 36 sont ensuite obtenus par réduction du groupemi¢nat des
composé7 a3l Une réduction catalytique en présence de nickdRaney sous hydrogene
a température ambiante durant environ 5 heuregraigpe@’obtenir les dérivés désirés avec

des rendements compris entre 41 et 79%.

= Cyclisation
L’hétérocyclisation des compos82 a 36 est réalisée en présence de formamide (5
€q) et de formiate d’'ammonium (3 €q) qui catalysadaction. Le milieu réactionnel est
chauffé & 140°C pendant 16 heut®s.Les quinazolinones formée8741) sont obtenues
avec des rendements compris entre 60 et 75% aydéslyse et neutralisation du milieu.

Mécanisme réactionnel

o) NH, o) NH,
0} H,O O
.0
R’ODELNH / R )NH
- = \ R _
Ro N)J\\(ZH ~o N
i

17D, E. Thurstoret al, Journal of Organic ChemistryL996 61, 8141-8147.
188 M. Robbaet al, Bulletin de la Société Chimique de Frant87Q 10, 3630-3636.
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= Chloration
Les quinazolinones formées sont présentes dans ilieunmsous deux formes
tautomeéres : forme lactame et forme lactime. Lenfotactime peut réagir avec des réactifs de

chloration tels que I'oxychlorure de phosphore,mienner un dérivé chloré?

O OH
Rg 7 R N/)
Forme lactame Forme lactime

Les composé87 a4l sont mis en réaction avec de I'oxychlorure de phose (plus
de 20 éq) durant 2 heures. Aprés alcalinisatiomndlieu, les produits chloré42 a 46 sont
obtenus avec des rendements de 49 a 95%.

4. Synthese des produits cibles (1-14)

H H Br H H
Nevse, Ao
cl nBuyN*Br o X 0
R/O SN butan-2-one/NaOH 20 % R/O SN
R'\O N/) RI\O N/)
100°C

42-46 1-14
9-52%

L’étape de substitution nucléophile est réaliseprésence d’'un catalyseur de transfert
de phase, le bromure dététrabutylammonium’® Le mélange soude/butan-2-one ainsi que
le catalyseur favorisent la formation du phénolats différents produits cibled-(14) sont
obtenus avec des rendements relativement faiblés §8%) (Tableau 15). Ces rendements

sont causeés par le manque de solubilité rendgnirification des produits difficile.

Les produits® et13 sont obtenus sous forme de chlorhydrate par ptétgn, a l'aide

d’une solution d’isopropanol saturée en HCI 12N.

19 A, L. Ruchelmaret al,, Journal of Medicinal Chemistr2005 48, 792-804.
0T Furutaet al, Journal of Medicinal Chemistr200§ 49, 2186-2192.
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Série R R’ H CHs; Cl

A C4H9 \/N\/?; 2204 5204 -

N
H N 5 o G v?x 15%  28%  13%
L
0 X G 6 (HC) 7 8
0 N ¢ Ch NV}fj 15%  12%  13%
R0 N/)

24% 25% 9%
N«/\;;* 12 13(HCl) 14
B CHs Q 26% 18%  21%

Tableau 15 : Rendements des produits cibles 1 a 14

b ch N \/}f 9 10 1
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MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE — CONCEPTION

. TRAVAUX DE. MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE

Les travaux antérieurs menés au sein du laboeatwit pu mettre en évidence les
groupements essentiels a substituer en positianld quinazoline afin d’'inhiber 'TEGFR et le

VEGFR-2 a de faibles concentrations.

Inhibiteurs Inhibiteurs mixtes Inhibiteurs
EGFR EGFR/VEGFR-2 VEGFR-2
Hal H o H H
Pz .
. lca sl nt et
HN HN X o X Z
o . el

Peu de travaux ont été effectués en position 2 dpiinazoline, aussi bien au sein du
laboratoire que dans la littérature. Nous avonsdibisi de moduler la quinazoline en cette
position 2 tout en gardant les éléments pharmacaples nécessaires a linhibition de
'EGFR et/ou du VEGFR-2.

Dans un premier temps, nous avons envisagé d'ajoatenotif aminé en position 2
de la quinazoline. Le choix de la nature du sultstt s’est fait en accord avec des travaux
décrits dans la littérature sur des hétérocyclestéazde type indolopyrimidiniques et
pyrrolopyrimidiniques®’*'*"?Ces études montrent que linclusion d'un groupenangn
position 2 de tels hétérocycles améliore linhinitides RTK (EGFR et VEGFR-2) et

augmente l'activité anti-angiogéniqt/é.

Nous avons également envisagé la conception de as@ap benzod-1,2,3-
triazinigues (homologues inférieurs) et 2-aminomjiégghinazolinigues (homologues

Supérieurs).

1 A Gangjeeet al, Bioorganic & Medicinal Chemistry2013 21, 1857-1864.
172 A Gangjeeet al, Bioorganic & Medicinal Chemistry2013 21, 1312-1323.
13 A, Gangjeeet al, Bioorganic & Medicinal Chemistrny201Q 20, 3177-3181.
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Ces nouveaux composeés (2-aminoquinazolines, bealizZlbd, 3-triazines et 2-
aminométhylquinazolines) pourraient engendrer dessons hydrogene (donneur ou
accepteur) supplémentaires avec les sites acfsadepteurs.

Afin d’évaluer les variations entre chaque sériamifjue, nous avons sélectionné et

fixé plusieurs groupements en position 4 :

- des motifs anilino ou aryloxy substitués par ddedenes
- des motifs anilino ou aryloxy substitués par desigements carbamate

- des motifs anilino ou aryloxy substitués par desifimiarée aromatique.

Trois sériesK, G etH) de composés ont donc été congues, synthétiséasleiees
pharmacologiquement.

SérieF :

~o NN

Benzo-f]-1,2,3-triazines

F N_ o NN Br
~
X YO REENGR A0
HN cl HN © HN ©
U i
48 49

BN
47

Les problemes de synthése rencontrés ne nous smtepanis d’aboutir au 4-aryloxy-

benzo-f]-1,2,3-triazines.
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SérieG :

F N_ o NN Br
X oy oyl
HN Cl HN HN
wodn ol -

50 53 56
H
N O\/
HN/©\B /@\g/
r
HN
o
51 54
N_ o
~
Ned 20y
r
HN cl
o
52 55
F H H Br
X orrey
0 cl o 0
wodnnn ks
57 59
H H Br
QR IR0
O Br o (@]
o
58 60

Les problémes de synthése rencontrés ne nous smigpais d’aboutir au 2-amino-4-

aryloxyquinazolines substituées par un motif card@m

SérieH :

2-Aminomeéthylquinazolines

jod
HN Cl

JIe
61

Suite aux problemes de synthése rencontrés, n@aenms obtenu a I'heure actuelle

gu’un seul produit dans cette série chimique.
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II. RESULTATS PHARMACOLOGIQUES

1. Résultats pharmacologiques des benzdH1,2,3-triazines

Trois composeés4{-49) ont été évalués pharmacologiquement pour leuibitidm
enzymatique (EGFR et VEGFR-2) et pour leur inhdnitde la prolifération cellulaire (PC3,
HT29, MCF7 et HUVEC). Les résultats des compa$EsA8 et 49 ainsi que ceux de leurs
analogues en série quinazolinique sont représdatésle Tableau 16.

Ckoen uM
/oji;gql Sz ED AL ou pourcentage d’inhibition & 10 pM
X
~o N EGFR VEGFR2 PC3 ~ HT29,  MCF7, '\, ,ec
X prostate  c6lon sein
vandétanib 800 70 7,3 1,8 9,6 4.4
F CH P4 400 5300 6,6 6,7 4,9 N.D.
HN Cl
N 47 70 >10000 >10 > 10 > 10 > 10
CH P10 900 500 > 10 >10 >10 >10

H
N__ O~
Ly
HN ©
s N 48 >10000 >10000 >10 > 10 > 10 > 10

H H
QNTNOB%H P36 7720 12 5,6 4,4 59  97%
o
HN
o \

49 999 2410 >10 >10 >10 >10

Tableau 16 : Résultats enzymatiques et cellulaides produits 47, 48 et 49

Discussion

Le composél7 présente une sélectivité pour 'lEGMBrsusVEGFR-2 avec une &
sur EGFR trées intéressante £+ 70 nM). Cependant, contrairement a son analéilide
composeél7 ne présente aucune inhibition de la prolifératietulaire (Cko > 10 uM).

Le dérivé48 substitué par un carbamate ne montre aucune fiimenzymatique et

cellulaire a 10 uM.
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Le motif urée en série benzotriazinique permetngaalui, une inhibition mixte. En
effet, contrairement au composé aryldX36 présentant une sélectivité pour le VEGFR-2, le
composél9 présente des gléquivalentes sur 'lEGFR et le VEGFR-2.

Conclusion

De maniére générale, I'ajout d’'un azote intracyeodi est défavorable pour I'inhibition
de la prolifération cellulaire (g4 > 10 uM pour les trois composés). Néanmoins, liafe
cet azote a permis d’obtenir des résultats intaresssur les récepteurs. En effet, la
substitution de la benzotriazine par une anilindodgenée a provoqué une excellente
inhibition de 'EGFR (70 nM). D’autre part, la fomannalisation de la benzotriazine en
position 4 par un motif anilino-urée aromatiquerpet une inhibition mixte EGFR/VEGFR-2
(composé&t9).

2. Résultats pharmacologiques des 2-aminogquinazoén

Le pouvoir inhibiteur enzymatique (EGFR et VEGFReR)e pouvoir anti-prolifératif
(PC3, HT29, MCF7, HUVEC) des 2-amino-4-anilinoquoknes ont été évalués. Les
résultats des composB8 a 56 ainsi que ceux de leurs analogues en série quinage sont

représentés dans le Tableau 17.
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Clspen uM

/o]&q o ou pourcentage d’inhibition & 10 pM
PN PC3 HT29, MCF7
N y ] ]
© N X EGFR  VEGFR-2 prostate  colon sein HUVEC
vandétanib 800 70 7,3 1,8 9,6 4.4
@[F H P4 400 5300 6,6 6,7 4,9 N.D.
HN cl NH, 50 130 >10000 >10 6,2 4,6 95%
Q H PD153035 0,5 420 > 10 >10 >10  92%
HN Br NH, 51 1800 >10000 >10 3,7 6,0 3,9
@( H P37 560 >10000 >10 > 10 > 10 N.D.
HN Br NH, 52 2640 >10000 4,8 3,1 36  100%
/©/H\”/O\ H P38 6900 5810 >10 >10 >10 >10
HN © NH, 53 >1000( >10000 7,6 7.1 8,6 6,6
@QHYO\/ H P10 900 500 >10 >10 >10 >10
HN © NH, 54 >1000( >10000 > 10 7.2 7.0 > 10
@[HYO\/ H P11 900 600 9,8 >10 >10  >10
HN cl© NH, 55 >1000C >10000 6,0 3,6 2,0 47
NN B H P36 7720 12 5,6 4,4 59  97%
Ty
NH, 56 5030 4790 9,4 6,2 >10  >10
Tableau 17 : Résultats enzymatiques et cellulaides produits 50 a 56
Discussion

Les composés halogéng8, 51 et 52 présentent une sélectivité pour 'EGRBrsus
VEGFR-2 comme leurs analogues respedifs PD153035et P37. Cependant une forte
diminution de I'activité inhibitrice de 'lEGFR eebservée pour le compoSé. Ces 2-amino-
4-anilinoquinazolines halogénées montrent une itibib de la prolifération cellulaire
intéressante avec des valeurs dgy @e l'ordre du micromolaire contrairement a leurs

homologues quinazoliniques.

La substitution de la position 2 par une amined®as quinazolines substituées par un
motif carbamate53,54 et 55) conduit & une chute de I'inhibition enzymatique EGFR et

VEGFR-2 (Ckp > 10 uM). Néanmoins, malgré leur manque d’affipioéir les deux enzymes,
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ces composés montrent un pouvoir antiprolifératieriessant sur les lignées cellulaires

cancéreuses et sur HUVEC (lesddont en cours de détermination sur cette lignée).

Le composé6 inhibe 'EGFR et le VEGFR-2 avec des valeurs regpes de 5,03 et
4, 79 uM. Il montre une inhibition de la proliféat cellulaire plus faible que le prod#HB6.

Conclusion

L’ajout d’'un motif amine en position 2 de la quinéme a provoqué une diminution
de linhibition de 'EGFR et du VEGFR-2. Cependdet dérivés halogenes(t52) gardent
une inhibition de l'ordre du micromolaire sur 'EGFet présentent des inhibitions de la
prolifération cellulaire cancéreuse trés intéresan La 2-aminoquinazoline56
fonctionnalisée par une urée permet une inhibitioxte EGFR/VEGFR-2. Les dérivés
fonctionnalisés par un carbamat8£5) perdent, quant a eux, toute affinité pour lesxdeu
récepteurs. Leur pouvoir antiprolifératif reste grnaltout intéressant, laissant croire que ces

2-aminoquinazolines agissent sur une autre ciblelaiee.

= Inhibition d’autres kinases
La structure 4-anilinoquinazolinique étant largeteprésentée parmi les ITKs, nous
avons pensé que les compoS8sb4 et55 pouvaient agir sur d’autres kinases que 'EGFR et
le VEGFR-2. Afin de valider cette hypothése, le pose présentant la plus forte cytotoxicité
sur les trois lignées cellulaires cancéreusesydeyit 55, a été testé sur un panel de sept
kinases (VEGFR-1, VEGFR-2, PDGHR<-Kit, Src, c-Met et Raf). Toutes les inhibitiode
ces kinases se sont révelées étre supérieureg .10

= Inhibition de phosphodiestérases
Au vue de l'analogie entre nos structures et désbireurs de phosphodiestérases
décrits dans la littérature, nous avons testé no#aules sur plusieurs isoformes de

phosphodiestérases (PDES).

115



MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE — RESULTATS PHARMACOLOGIQUES

X Rs SN
P :> by
. R, N~ “NH,
~o N”NH;, R,
X =H, CH;0uCl ; R = CH; ouCyHs Brevet US6352989

Les PDEs sont codées par 21 genes chez I'hnomnoatedigisées en 11 familles. Au
cours de la transduction du signal intracelluldies,PDEs jouent un réle fondamental dans la
régulation des nucléotides cycliques comme I'adéeosonophosphate cyclique (AMPCc).
L’AMPc est connue pour avoir une action anti-mitogésur la croissance des cellules. Une
des stratégies utilisées pour augmenter l'action 'AMPc consiste a augmenter sa
concentration intracellulaire en inhibant sa dégtiat par les PDEs. Les inhibiteurs de PDEs

constituent donc de nouveaux agents dans le trartedu cancer (Figure 46).

NH; NHz Inhibiteurs NH;
N TN N T de PDEs Ny
¢l ¢ <
o o0 o N NN NTENT
HO-R-0-P-0-P-0— o s A_O-.
o~ o NS
OH OH OH 0 ) 0sh Yt
OH QH uo a OH HO OH OH
Adénylate cyclase PDEs
ATP yaroy AMPc AMP
Active Inactive

Action anti-mitogene
Figure 46 : Schéma simplifié de I'action des inhtburs de PDEs

L'inhibition des PDEs et plus spécifiguement desEB[} se révele avoir une action
positive sur l'inhibition de la prolifération celhire!’**">*"4 es composés3, 54 et 55 ont
donc éteé testés en tant gu’inhibiteurs sur les PQsais aussi sur les isoformes 3 et 5. Afin
de juger de l'importance de I'amine en positionl&yrs analogue$38 P10 et P11 ont
€galement été testés. Les composés halogdnétsPD1530350nt été ajoutés au testing pour
évaluer le réle du motif carbamate. Cette étudeéaréalisée par nos soins au CNRS de
Strasbourg grace & un test radiomardtéAMPc) (Tableau 18).

17 p_Goldhoffet al, Clinical Cancer Researgt2008 14, 7717-7725.
175 M. Naritaet al, Oncology Report007, 17, 1133-1139.
18R, Senguptat al, Trends in Pharmacological Scienc@911, 32, 337-344.
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Oji:EEv Pourcentage d’inhibition a 10 pM
~ S N
o NP x y PDE3 PDE4  PDES
Q H PD153035 30%  26%  83%
HN o NH, 51 200  18%  54%
/©/H\ﬂ/0\ H P38 10% 9% 7%
(o]
HN NH, 53 14% 0%  14%
/©/\H\n/0\/ H P10 12%  17% 8%
(@]
HN NH, 54 7% 2% 9%
/@EHTO\/ H P11 13%  27%  28%
(@]
HN i NH, 55 15%  18%  16%

Tableau 18 : Résultats d'inhibition enzymatique deBEs 3, 4 et 5

Les résultats d’inhibition & 10 uM sont faiblesdwisant une non-inhibition des PDEs
par les composés testés. Sur lisoforme PDE 5céesposés halogénédsl et PD153035
présentent cependant des inhibitions supérieutf¥@ Des G, pour ces deux produits ont
donc été calculées. Les produits présentent ragpewnt des Gh de 7,5 et 3,5 UM sur le
PDE 5.

Les résultats sur kinases et PDEs n’étant pas wams, nous avons poursuivi la
recherche de la cible en réalisant des tests dictien avec 'ADN. Ces derniers ont été
effectués en collaboration avec Madame Baldeyrmsefin U837, Lille), ainsi qu'avec
Madame Schifano et Monsieur Goossens (Faculté demiitie, Lille).

* Interaction avec ’ADN
Les études antérieures menées au sein du laberattiprouvé que la méthylation de
I'aniline en position 4 provoque un gain du pouvatercalant de I’ADN. Ainsi, un nouveau
composé méthylésR) a été synthétisé afin d’évaluer l'influence deréthylation en série 2-

aminoquinazolinique sur 'ADN. Le compo6@ correspond a I'analogue du prodbi
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H
oy
N a®©
~o N7 NH,

62

L’interaction de nos composés avec I'ADN a été émgar des études qualitatives
(dénaturation thermique de I'ADN et dichroisme glaire) et par des études quantitatives

(étude par fluorescence).

Le test de dénaturation thermique consiste a estregides variations des propriétés
d’absorbance reflétant un changement conformatiodeda molécule d’ADN. La double
hélice d'’ADN posséde une absorption propre qui msesurée a 260 nm. L'étude de
I'absorbance de la molécule d’ADN en fonction dietapérature permet de tracer une courbe
dont la progression est sigmoide. Le point d'inflexde cette courbe appelé température de
dénaturation correspond a la température pour leqiAEDN est présent a 50% sous la forme
double hélice et a 50% sous la forme de deux bségarés. Dans des conditions

expérimentales fixées, cette valeur est voisin@ld€ pour le ctDNA ¢alf thymus DNA

L'interaction d'un ligand avec I'ADN entraine getément une stabilisation de la
double hélice, ce qui se traduit par une augmemate la température de dénaturation. La
différence entre la température de dénaturatiobAdEN seul et celle de 'ADN en présence
de ligand est notéATm En comparant les valeurs dé&m de différentes molécules d’'une
série chimique, il est alors possible de caraaérisurs affinités respectives pour 'ADN

(Figure 47).

Dérivés
premiéres

o\
//j \
/

ADN
+ molécule

Absorbance

ADN seul

Température

Tm Tm

Figure 47 : Représentation schématique de la mesdi@sorbance de 'ADN
ou du complexe ADN/ligand en fonction de la temptree

118



MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE — RESULTATS PHARMACOLOGIQUES

Le Tableau 19 ci-dessous représente les valeutd neobtenues a une concentration

de 20uM d’ADN. L'agent intercalanEBE-A22 a été utilisé comme référence.

OI%V R X ATmen °C (r=1)
~o N/)\X ctDNA

EBE-A22 81+08
Q H H PD153035 0,2
R\N Br
ks H NH, 51 1,0
H
N. o H H P38 0,1
LT
N H NH 2.8+0,3
, 53
H
N_ O H H P10 0
LT X
N H NH 54 2,7+0,3
- i
’ H H P11 0
N O\/
. @[ T H NH, 55 8,1+0.8
°N Cl
ke CHs NH, 62 6,3+0,6

Tableau 19 : Valeurs dATm obtenues pour les 2-amino-4-anilinoquinazolines

La valeur deATm obtenue pour le composé de référeBBE-A22 est de 8,1°C. Les
valeurs deATm mesurées pour les composés quinazoliniques salgsegu proches de 0°C,
démontrant aucune interaction de ces composés B&E&WN. La 2-aminoquinazoline
halogénéesbl n'interagit pas avec la double hélice comme le aléne son faibleATm. A
linverse, les dérivés 2-aminoquinazoliniques sinds par un motif carbamatg3 54 et 55)
présentent des valeurs d&m supérieures a leur analogues quinazoliniques. b&o08e55
montre une affinité pour 'ADN équivalente a cetla composé de référencaTim~ 8°C)
Cette étude met en évidence l'importance de laepaes d’'un motif carbamate sur
I’hétérocycle 2-aminoquinazolinique pour permetine interaction avec les bases de I'’ADN.
Contrairement a la série quinazolinique, la métinyhaen position 4 des 2-aminoquinazolines
conduit & une diminution de laffinité pour TADN;jomme le montre la valeur de€rm du

composé2.

Malgré la forte homologie de structure entre lespgosésP11, 55 et 62, les résultats
obtenus lors du test de dénaturation thermiqueAl2N sont différents. Afin de confirmer

s

l'interaction des composé&d et 62 avec I’ADN, une seconde étude spectrale a étéséeal
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La Figure 48 présente les mesures d’absorptiornvidiie enregistrées lors de I'ajout
de concentrations constantes d’ADN dans une soltiéimponnée contenant soit le composé

de référenc&BE-A22, soit les produit®11, 55 et62.

Absorbance

o 2
EBE-A22
300 350 400
H
lcn gl
o =
HN cl E
PR SN ﬁ
o @ —
P11
300 350 400
Longueur d'onde {nm)
0.3
H 0,25
oy t o)
W
HN Cl o 'f‘-"a 0,15
0 SN £ 01
0,05
o N/)\NHZ .
55 )
300 350 400
H
oy
2
o
N c® E
~o N/)\NHZ
62

300 350 400

Longueur d'onde (mm)

Figure 48 : Etude spectrale des composés EBE-A2P1 55 et 62
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L'addition d'ADN induit des variations du spectrabdorption de EBE-A22. En
effet, on note une diminution de I'absorbance e@fi@ et 365 nm et une augmentation entre
365 et 400 nm. La présence d'un point isobestigug6a nm et l'effet de saturation
caractérisent une interaction unique du comi3E-A22 avec I’ADN.

Le composéP1l, choisi comme contrble négatif ne provoque auchangement
caractéristique du spectre d'absorption ; la ditnud’absorbance est due a la dilution du
composé dans la solution tamponnée.

A linverse, l'addition d'ADN induit des variationdes spectres d'absorption des
composeds et 62. Pour le produib5, on observe une diminution de I'absorbance e3itfe
et 350 nm et une augmentation de I'absorbance 860et 387 nm. Le produ2 provoque,
quant a lui, une diminution de I'absorbance entt® 8t 365 nm et une augmentation de
'absorbance entre 365 et 380 nm.

Cette étude a permis de confirmer l'interaction c@mposés5 et62 avec 'ADN.

Etude du dichroisme circulaire

L’étude du dichroisme circulaire (DC) permet d’'asar et d’évaluer le mode de
liaison des molécules a 'ADN au niveau du granddoupetit sillon. Le DC résulte de
I'activité optique d’'une solution traversée par uoeniére polarisée circulairement. Il est
défini par la difféerence d’absorbance entre deuscé&aux :AA = Ag - Ad ou Ag représente
'absorbance en lumiere polarisée circulairemenicba et Ad l'absorbance en lumiere
polarisée circulairement droite. Dans le cas prtédanméthode est basée sur la différence
d’absorption observée pour I'ADN seul (qui posséde propre DC dd aux interactions entre
bases voisines) et pour 'ADN en présence du ligamdié. La fixation du ligand perturbe la
structure de la double hélice et crée des effatsrdh entre les bases, ce qui modifie les
absorbances résultantes. La grandeur d’absorbarogepde mesurer I'ellipticité molaife
grace a des polariseurs. Cette ellipticité estngieap exprimé en millidegré) correspondant
a la forme de la polarisation de la lumiere. Enrdg$ant cette ellipticité molaire, mesurée en
fonction de la longueur d’onde, la relation direetdre la valeué et le dichroisme circulaire

est obtenue.

Aucune modification de I'ellipticité n’est observéer le spectre dichroique de 'ADN
entre 320 et 420 nm. En regle générale, la fixadwme molécule dans le petit sillon de

I’ADN se traduit par I'apparition d'un signal diaigue positif AA > 0) alors que les agents
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intercalant donnent lieu a un signal dichroiqueatiEdAA < 0). Des solutions d’ADN en

présence des composEBE-A22, P11, 55 et 62 ont été analysés par DC et les spectres

obtenus sont représentés dans la Figure 49.

8
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@\ A
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o} 0 &
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0 e e
HN Cl 0 g
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Figure 49 : Etude du dichroisme circulaire des cooges EBE-A22, P11, 55 et 62
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Aucune variation de l'ellipticité n’a été obsernae le spectre du composdl A
inverse, l'addition des moléculeS5, 62 et EBE-A22 provoque une modification de
l'ellipticité. En effet, les spectres d&EBE-A22 et du composé5 montrent des bandes
négatives similaires centrées respectivement &8382 nm. Ce signal dichroique négatif est
souvent associé a un mode de liaison de type altgian. Afin de valider cette hypothése la

mesure de la constante d’affinité pour I'ADN du @mséeb5 a été mesurée.

Concernant le dérivé méthy&?, on observe une bande positive centrée a 375 nm.
Cette variation positive de l'intensité peut égadsultat d’'une interaction entre le composé
62 et le petit sillon de 'ADN. Cette hypothése deetee confirmée par d’autres techniques,

comme le dichroisme linéaire électrique.

Les études de fluorescence permettent de quantifieeraction des composés pour
I'ADN. La méthode consiste a mesurer la fluoreseeda BET (Bromure d’EThidium,
intercalant puissant de I’ADN) en présence d’ADN @oncentrations constantes (1,26 uM /
1 uM). Le ligand est testé a des concentrationsvias (1 uM a 30 uM). Si le ligand testé a
un pouvoir intercalant, il chasse le BET, ce dereg alors quenché par I'oxygene du milieu
et on observe une diminution de la fluorescencemesaure de l'intensité de la fluorescence
BET est enregistree a différentes longueurs d’ahéemission pour différentes concentrations
en ligand (Figure 50).

+0,
BET

BET ET’ R H ‘z:\'}c

+0, L@ ,‘" ) BET , '
BET 3
L% >) Bromure d’éthidium quenché
BET “» > WS ) 3

+0, !u Ve !7. N

‘ . ‘ - BET Bromure d’éthidium non quenché

* Ligand a tester

QUENCHING

o o o
3 3 3 ilt] 2
Q Q Q
~ ~ N
S S S
g 2 2
Longueur d’onde Longueur d’onde Longueur d’onde

Figure 50 : Principe de I'étude de fluorescence paompétition avec le BET
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A. Complexation ADN/BET/55 par fluorescence en fdian de la longueur d’'onde
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Figure 51 : Mesure de la constante d’affinité pollADN du composé 55

Grace a cette méthode, nous avons confirmé legiointercalant du compodss et
nous avons pu déterminer sa valeur de constanteexyp :
Kapp = 1,39.16 + 0,07.16
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Les différentes études entreprises (test de déteto thermique de 'ADN, étude
spectrale UV-visible, étude du DC, mesure de lsstorie d’affinité pour TADN) permettent
de conclure sur le mode d’action du compdSéCette 2-aminoquinazoline substituée par un
carbamate exerce son effet cytotoxique par intaticl avec 'ADN. Ces études ont
également permis de mettre en évidence une ini@maentre 'ADN et le composé2.

Cependant, le mode d’action précis de ce compa@spwnétre déterminé a I’heure actuelle.

Conclusion générale sur les 2-amino-4-anilinoquinalimes

Cible : Kinases Cible : ADN
Inhibiteurs sélectifs Inhibiteur mixte Intercalant 5
EGFR EGFR/VEGFR-2 de 'ADN '

Hal H H B H 0 H 0}
4 r ~ ~
o oo oo JOx
NS
HN HN © HN a© >N a©
b ke mlne e
/]@F
~o N/)\NHZ

Les 2-amino-4-aryloxyquinazolines ont été évalugesrmacologiquement pour leur
inhibition enzymatique (EGFR et VEGFR-2) et pouudrlanhibition de la prolifération
cellulaire (PC3, HT29, MCF7 et HUVEC). Les résudtdes composésy a 60 ainsi que ceux

de leurs analogues en série quinazolinique sonéseptés dans le Tableau 20.
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Clspen uM
/0&1 CleyE b ou pourcentage d’inhibition & 10 uM
. PR PC3, HT29, MCF7,
© NTX X SSAR MSEIRS prostate cblon sein RIS
vandétanib 800 70 7,3 1,8 9,6 4.4
@[F H P17 >10000 9500 > 10 >10 >10 N.D.
o Cl NH, 57 >10000 8080 >10 >10 >10 64%
Q H P39 >10000 7600 > 10 > 10 > 10 N.D.
o NH, 58 >10000 2950 > 10 >10 >10  14%
HTH B H P23 >10000 6 > 10 726 980 097
) Oy
s NH, 59 > 10000 37 > 10 > 10 > 10 93%
HTH B H P24 >10000 4 > 10 >10 >10 0,83
FOQ A0
- NH, 60 > 10000 Sl > 10 > 10 7,76 11%
Tableau 20 : Résultats enzymatiques et cellulaides produits 57 a 60
Discussion

Les 2-amino-4-aryloxyquinazolines halogénégs et 58 ne présentent aucune
inhibition de 'TEGFR a 10 uM et une inhibition dertdre du micromolaire sur VEGFR-2. Le
remplacement des halogenes par un motif urée pelenetnforcer 'activité pour le VEGFR-
2. Les composés9 et 60 montrent en effet des &lintéressantes sur cette enzyme;{EB7
et 99 nM). Les quatre composés testés ne présgrasmu peu d’inhibition de la prolifération
cellulaire cancéreuse, seul le déd@montre une Ghde 7,8 UM sur la lignée MCF7. Sur les
cellules HUVEC, les pourcentages d’inhibition apl sont intéressants pour les composeés
57 et59.

Conclusion
L’ajout d’'une amine en position 2 des composésytbayquinazoliniques a permis de

garder une sélectivité pour VEGFRv2rsuseGFR. Les résultats restent similaires pour le

VEGFR-2 pour les composés halogénés mais une lé&djermution de l'inhibition est
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observée pour les composeés substitués par un arégf L'incorporation de I'amine sur ce

type de produits n’a pas permis d’augmenter levpwicytotoxique.

3. Résultats pharmacologiques des 2-aminométhylguazolines

Le composésl, de type 2-aminométhyl-4-anilinoquinazolinique pa étre testé ni

sur enzyme, ni sur cellules. Ces tests seronsgsatians un avenir proche.
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Ill. STRATEGIE DE SYNTHESE

La synthése des benzdHl,2,3-triazines, des 2-aminoquinazolines et des 2
aminométhylquinazolines s’effectue par réactionreenthétérocycle central portant un
groupement partant et des intermédiaires de typmeamu phénol. La synthese des dérivés
phénols substitués par un motif urdé-7) étant présentée dans la pattiel., seule la

synthése des dérivés anilino sera décrite danbayatee.

1. Synthése des intermédiaires de type anilino

Les dérivés de type-anilino-carbama63-65) ont été obtenus a partir de 4-nitro-
phénylisocyanate substitués par un groupement meethyun atome de chlore entho de

l'isocyanate:’’

40 NiR, H, H
Z N

N CH,Cl, / R-OH fOr 63:X=H R=CH,
/@[ J@[ I 64:X = CHy, R = CoHs
O,N X T.A. HoN X

50-99 % 65: X =Cl, R = C,Hs

La condensation en motif carbamate est réaliséprésence d’'un exces de l'alcool
choisi sous condition d’hydrogénation catalytigue qui permet de réduire, de maniére
concomitante, le motif nitro en amine. Le comp68éa été obtenu par déshalogénation de

I'atome de chlore eartho de l'isocyanate.

o
XN
NH, SN Br CHCly NN Br
IO G ISRa®
H,N T.A, H,N
91 % 66

La réaction de monocondensation est réalisée dares grande quantité de

chloroforme. Laparaphénylenediamine est mise en solution et le 3-bisotyanate

7 A, Garofaloet al, Synthetic Communicationg011, 41, 2007-2011.
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préalablement dilué dans du chloroforme est ajgatédte a goutte au milieu réactionnel. Le

composéb est obtenu par précipitation avec un rendemeftlée

2. Stratégies de synthése des benai-[L,2,3-triazines (Série F)
Suite aux problémes de synthése rencontrés, phas@ratégies ont été envisagées

pour concevoir les benzadlf1,2,3-triazines (cf schéma de synthése général).

Cl
/OJCECN Voie A _0 SN
+> |
o NH, o N*
Voie B Voie C ..
Cyclisation
R
7]
™ (0]
HoN Diazotation _0O NH
et substitution N
\O N’/
Thionation
\O NGN\H N o S
~
NH R
\O N//N =K
N
Cyclisation l M éthylation ) ( HoN
s~ Substitution
/O ~N l}l
o NN
= /R
hH Q Oxydation
/Oj@ﬁLN X
=N I
o N 0=8=0
S
~o NN
R
¢
Substitution
HNT
R
A
HNT
Réarrangement e X
- N
o NN
47-49
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Une méthode décrite dans la littérature autoudé@e/és sélénolotriaziniques permet
de cycliser et de chlorer «one-pot» des dérivgana-aminés afin d'obtenir des 4-
chlorotriazines. Ces dernieres sont obtenues @erotiition du dérivé cyano-aminé avec le

nitrite de sodium dans I'acide chlorhydrique corta&selon le mécanisme suivafit.

Cl Cl

Se_CN Se NH . Se|\N
R—Q! — R D — LN
NH, *

N N
~N

Nous avons testé cette méthode sur le 2-aminoithBtdoxybenzonitrile commercial

afin d’obtenir la 4-chloro-6,7-diméthoxybenzdiL,2,3-triazine67 en une étape.

NaNOz cl
HCI12N
|
N ~ /,N
©) NH (0] N
> 0°C puis TA. &7

Le composé7 n'a pas été obtenu. Le traitement par le nitritesodium en présence
d’acide chlorhydrique concentré a conduit a la fation de la benzotriazinorts.

N3N02 o)
HCI12 N

|

AN ~ /,N

(0] NH (0] N

?0°C puis T.A. 68
Mécanisme réactionnel

(@] (@]
~ ~ ~ _-N
O NH ke O N

I8 E. Perspicacet al, Synthesis2009 20, 3472-3476.
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o agents. cl
o de chloration o
7 NH e \N
g i e @
(6] N (0] N
68 67

Par la suite, nous avons donc envisagé d’obterdrdhlorobenzotriazin€7 a partir
du dérivé68. Cependant, malgré I'utilisation de plusieurs tiéaade chloration (POG]
SOCL, PCE), le composé chloré7 n’a pas été obtenu. Une étude de 1967 décriffiaudié
& obtenir la 4-chlorobenzotriazine car ce prodeitiégraderait’® Une autre publication, plus
récente, décrit le méme phénoméffeNous avons donc opté pour une nouvelle voie de
synthese.

La voie B, représentée ci-dessous, est une mékode-pot » originale pour obtenir
les composés cible¥! Dans cette synthése décrite dans la littératire2-bmino-4,5-
diméthoxybenzonitrile commercial est tout d’aborazdté, puis couplé par substitution avec
I'aniline souhaitée. Les intermédiaires obtenud smsuite cyclisés dans I'éthanol a reflux et

un réarrangement de Dimroth permet d’obtenir lespmmsés cibles.

1) NaNO,
HCI10N
/O]@[CN 0°C puis T.A. /Oj@[CN /©/|R
e
~o NH, 2 _.R ~o NN
H
g
H,N EtOH
reflux R
A

AcOH HN

R
e L -
/O N . reflux /O SN
| |
. ~-N
~o NN o N

La premiere étape de diazotation est semblableréaletion utilisée pour obtenir la
benzotriazinoné8. La seule différence est la concentration de daahlorhydrique utilisé

(12 N pour la benzotriazinone et 10 N pour ceitatégie).

9 C. A. Grob et P. W. Schiesangewandte Chemi&967, 1, 1-106.
180 3. Campbelkt al, Journal of the Chemical Society983 1344-1346.
813, L. Lvet al, Molecules 2008 13, 1427-1440.
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Cette méthode a été envisagée avec aniline haleg@mémerciale.

1) NaNO,
HCI10N

0
S0t e oeNed /OI;&N”
+ |
o NH, 2) F Yo NN cl ~o NN
o H -
H,N ¢l EtOH
jod
AcOH HN cl

reflux
5 JL jod
£l
_0 N cl reflux /OI:(KN
. -N
~o NN ~o N

47 (1%)

Le 2-amino-4,5-diméthoxybenzonitrile réagit avecni&ite de sodium en présence
d’acide chlorhydriqgue 10 N pendant 6 heures a teatpée ambiante. L'aniline halogénée est
ensuite ajoutée au milieu réactionnel qui est pi#aiment neutralisé. Le dérivé triazénique
obtenu est isolé par filtration et chauffé a reftlans I'éthanol pendant 16 heures. Le résidu
obtenu par évaporation du milieu réactionnel eauff@ a reflux dans I'acide acétique. Enfin,
apres hydrolysation du milieu, le compa@k€est obtenu avec un trés faible rendement (1%).
Ce dernier peut s’expliquer par I'obtention en glemajorité du composes lors de la

premiere étape.

Les deux premiéres voies de synthése ne nousagsnpgrmis d’obtenir les composés
désirés avec de bons rendements. Une nouvelle as@lenc été envisagée a partir de la
benzotriazinoné8. L'insertion d’'un groupement partant de type,B@ en position 4 de la

benzotriazine a été réalisée.

Grace a cette voie, les produits cibles sont alstesn quatre étapes a partir de la

benzotriazinon®&8.

132



MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE — STRATEGIE DE SYNTHESE

o) S
- Oj@ﬁj\NH Thionation /Oj@fLNH Methy/atlon - j@f\
] —_—
. _N
o NN o
68 69
R
l = Q
=5= HNTS
Oxydation /OmN Substitution /o:©\)*N
I
\O Nf,N \O N N
71 47-49

=  Thionation

S

o LI
A"
- S
0] 0 S

Toluéne
o oo
N N/’ N 100°C \O Nc N

68 Rdt non estimé 69

La benzotriazinon®&8 réagit avec le réactif de Lawesson dans le tolyéne donner
le dérivé soufré9 avec un rendement non estiffieLa masse du produit brut obtenue est
supérieure a la masse théorique, un produit seagenda pas pu étre éliminé du fait de la
faible solubilité des deux composés. Le produitt lmudonc été remis en réaction sans

purification préalable

D'aprés les travaux de M. P. Cava et M. I. Levinddnla structure probable du

produit secondaire pourrait étre celle du trimesigant :

S Ar
P
o~ Mo
Ar | I _Ar

\/R\
0%

Ce produit se formerait lorsque plus de 0,5 ecgdetif de Lawesson sont utilisés.

182y Nomotoet al, Chemical and Pharmaceutical Bulletibd9Q 38, 2178-2183.
183\, P. Cava et M. I. Levinsofetrahedron1985 41, 5061-5087.
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Mécanisme réactionnel

S Ar
N\ I
ﬁ /P\ Ar—P*—S
Ar—P*—S 0 S O S

= Méthylation

s CH,l s~
/Oj(\:fj\,:m NaOH +/- solvant /Oj@(gw
~0 N’/N ~0 N/'N
6 T.A. -0
Solvant Produit obtenu Température Rdt
O/
NaOH/MeOH (5 : 5) /Omw T.A. N.D.
o NN
NaOH 70 T.A. 7%
NaOH Dégradation 70°C N.D.
NaOH/ACN Aucune réactior T.A. N.D.
NaOH/ACN Dégradation 70°C N.D.
NaOH/isopropanol 70 T.A. 30%
NaOH/isopropanol Dégradation 70°C N.D.

Tableau 21 : Optimisation de la réaction de S-md#tion
N.D. non déterminé

La Sméthylation est décrite par Y. Nomoto al*®* dans un mélange NaOH/MeOH
(5:5). Lors de la réaction du compd@#dans les mémes conditions, le déf@a’a pas été
obtenu et un produit secondaire a été formeé : 8a74riméthoxybenzotriazine. Nous avons
donc réitéré la manipulation en faisant variersielvants (Tableau 21).

Sans méthanol, il n’y a pas de formation du prosediondaire cependant le rendement
n'est que de 7%. Dans un mélange NaOH/acétonitileune réaction n’a lieu a température
ambiante ou a 70°C. Le mélange NaOH/isopropanaheed’obtenir le produit désiré0
avec un rendement de 30%.
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= Oxydation
s~ mCPBA o:é:o
/O : J\\ N CHzclz /O SN
] |
~o N”N 0°C puis T.A. \o: : :N”N
70 73% 71

La dérivé sulfoniqu&l est obtenu a partir du dérivé® par oxydation grace a I'acide
métachloroperbenzoiquemCPBA).®* La réaction se déroule & température ambiante

pendant 30 minutes et le dérivéest isolé avec un rendement de 73%.

La réaction se déroule en deux étapes, le d&fvéagit tout d’abord avec leCPBA

pour former l'intermédiaire sulfoxide qui, & somtoréagit & nouveau avec 18"2équivalent
demCPBA pour donner la sulfone.

= Substitution

R
/’|R = /|
| I
0=5=0 H NS HNT X 47:R =3-Cl.4-F
0 N NMP 0 N 48: R = 3-CH,,4-NHCOOC,Hs
\ \ 49: R = NHCONH-(3-Br)-Ar
o N 100°C ~o N”
71 45-65% 47-49

La substitution nucléophile est réalisée danddméthyl-2-pyrrolidone a 100°C en
présence de l'aniline choisie. Les rendements oistennt repris dans le Tableau 22.

o
~o NN
Benzo-f]-1,2,3-triazines
F N_ o NN Br
X o0 vy

47 48 49
45% 65% 49%

Tableau 22 : Rendements des produits cibles de bgrezo-[d]-1,2,3-triaziniques

184 M. Y. Janget al, Journal of Medicinal Chemistr2011, 54, 655-668.
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3. Stratégies de synthése des 2-aminoquinazolin&g(ie G)

Les 2-aminoquinazoline$@ a 60) ont été obtenues en suivant le plan de synthése

suivant :
(0] 0] Cl
0 o Cyclisation 0 NH Chloration 0 SN
| — __ HCI
~ ~ =
0 NH, 0 N~ "NH, ~0 N/*NH2
Voie A
Voie B Protection
(0]
o N/)\NH/
H Substitution
Chloration
Cl
_0

SN O
oA A

Substitution

Z Y = I
+R TR
P . N
XX Déprotection X

Les 2-amino-4-anilinoquinazolines ont été syntléetssa partir des voies A et B alors

gue les 2-amino-4-aryloxyquinazolines n’ont étéeabes qu’a partir de la voie B.

cyanamide
% HCI12N o
/OﬁL? 1,4-dioxane _0O NH
HCI
~o NH, 80°C ~o N/)\NHQ
96% n

Le 2-amino-4,5-diméthoxybenzoate de méthyle eslisgyen présence de cyanamide

dans le dioxane a 80°C. Quelques gouttes d’acittelgldrique concentré sont ajoutées au

136



MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE — STRATEGIE DE SYNTHESE

milieu réactionnel pour catalyser la réactidhiLa 2-amino-4,5-diméthoxyquinazolino@

est obtenue sous forme chlorhydrate avec un renueieed6%.

Mécanisme réactionnel

0 ’O//\— _0 N///N
& HN=N — 1%
N ~ —
o NH, 0 NH,
0 0
-0 NH -0 NH
e N f%L\IH ~o N/)\NHZ
H

Afin d’obtenir le composé4, la quinazolinoner2 a tout d’abord été chlorée et le

produit obtenu a été mis en réaction avec I'aniid@réalablement préparée.

H H
N N_ O
\go\/ /@ \n/ ~
OH c MM HN °
_0 : l\N POCI; _0 : l\ N isopropanol _0 SN
~o N/)\NH2 reflux o N/J\NHQ reflux o N/J\NHQ

72 Hal 9% 73 60% 54

= Chloration
La forme lactime du dériv€2 réagit avec I'oxychlorure de phosphore pendant 6
heures a reflux pour donner apres neutralisatiomiieu, I'intermédiaire chlor&3 avec un

rendement faible de 9%.

= Substitution
La substitution se réalise dans I'isopropanol duxeen présence du motif anilino-
carbamateé4 durant 3 heures. Un traitement par une solutiosalele 2 N permet d’obtenir

le composé4 sous sa forme base avec un rendement de 60%.

185 A. Bridgeset al, Journal of Medicinal ChemistryL996 39, 267-276.
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2-amino-4,5-diméthoxybenzoate de méthyle——» 72 —» 73 —» 54
96% 9% 60%

Rendement global 5%

Cette premiere voie de synthése a permis d’obtemiproduit cible. Cependant le
rendement global est trés faible a cause de I'étipechloration. Afin d’augmenter le
rendement, la protection de I'amine en positiongRi (semble interagir avec l'agent de

chloration) a été envisagée dans la voie B.

Le composé chlord5 est synthétisé en deux étapes a partir du dégveé'

Sy

0 DMAP, NEt;, 0 cl
/oj@fL)N\H DMF O iH o POCl; O N o
/
~o N"ONH, 7000 ~o N” ”J\{/ reflux O N/)\N)J\k
72 HCI 979 74 70% 75 H

= Protection de 'amine en position 2
L’amine a été protégée sous forme amide, protectiable dans des conditions acides
(étape de chloration) contrairement a la protectiassique des amines avec le groupement
tert-butyloxycarbonyl (Boc).
La protection se réalise avec l'anhydride pivadigen présence de 4-diméthyl-
aminopyridine et de triéthylamine dansNeN-diméthylformamide. Le milieu réactionnel est
chauffé & 70°C pendant deux heuf&sAprés alcalinisation du milieu, le produit protégé

est obtenu avec un rendement de 92%.

= Chloration
La chloration du dériv&4 s’effectue dans les mémes conditions que la didoralu
composér2. L'action de I'oxychlorure de phosphore permetkdémir le produit75 avec un
rendement de 70% aprés neutralisation du milieu. ptatection de I'amine permet

d’augmenter le rendement de I'étape de chloration facteur 8.
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L’intermédiaire clé chloré/5 permet d’aboutir aux produits cibles par subsotut

nucléophile avec les dérivés de type aniline oinphgréalablement synthétisés.

X / =
@ R 1R
H,N MeSNa -

Cl HN
0 lsopropanol MeOH o
- SN0 - SN
~0 N//I\N J\{/ reflux )\ reflux ~o N/)\NHz
75 H 50-53, 55

]@Ef RASN+ Rt JCEE RASN+ Rt
_ déprotection global _ déprotection global
~o NJ\NHZ . 2 ~o N)\NHZ . L

F H
N.__O._
50 J@[ 88%  57% 53 Q T 90% 58%
HN cl HN
b
H
Q e
51 o 91%  59% 55 @[ T 65% 42%
HN Cl
sonbs

/@( H H Br
52 . 85%  55% 56 HNQ T O 60% 39%
b

La substitution nucléophile s’effectue dans lismpanol a reflux en présence de
I'aniline choisie, durant deux heures. Les interiaiges substitués obtenus sont isolés par
filtration et réagissent aussitdt avec le méthdnelate de sodium dans le méthanol pour
donner les produits 2-aminoquinazoliniques désérésc des rendements sur deux étapes
compris entre 60 et 91%. On peut noter que plusilife est volumineuse, plus les

rendements sont faibles.
La protection de I'amine en position 2 a permisudimenter considérablement les

rendements globaux. De 5% sans protection, lesersadts globaux passent a environ 50%

grace a la protection de I'amine.
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jCE[‘ ( H,C-S! jif — - - I \)N\
A M A5 ~o N” “NH,

S t-Bu

R
HO

nBuyN*Br = ~ 3
ol butan-2-one o X R MeSNa o A R
NaOH 20 % o MeOH o
O SN O - SN O _— 7 =N

~o N/)\NJ\{/ 100°C | o N/)\HJ\{/ reflux —— ~, N/)\NHz
75 H 57-60
/Ojg\,\l Rdt SN + Rdt /O:©\j;N Rdt SN + Rdt
_ déprotection global _ déprotection global
~o NJ\NHZ > 2 ~o N)\NHZ . 2

F H H Br
57 o 41% 26% 59 O j)r O 30% 19%
b e
H H
N N Br
58 OQBr 38%  25% 60 O@QE O 32% 20%
-

L’étape de substitution nucléophile entre le dédkitoré75 et les phénols est réalisée
en présence d’'un catalyseur de transfert de pla®epomure deN-tétrabutylammonium. Le
mélange soude/butan-2-one ainsi que le catalyserorient la formation du phénolate.
Aprés 30 minutes de réaction, les intermédiairesyge phénoxy obtenus sont isolés et
réagissent avec le méthane thiolate de sodium dansnéthanol. Les 2-amino-4-
aryloxyquinazolines¥7-60) sont obtenues avec des rendements sur deux €@pesis entre
30 et 41%. Ces rendements sont plus faibles gé&ee anilino a cause d’une purification des

produits cibles plus difficile.
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H
Yy
cl . | HN c©
isopropano
-0 S )N\ o PP 1o SN o
~0 N/ ”kN/ reflux _\ 0 N//kak ]
75 H
_ H _ H
e N
CH;l - le} ~ )
CsCO; N Cl MeSNa N Cl
DMF /O SN o MeOH /O SN
70°C ~o N/)\Hkk reflux ~0 N/)\NHZ
L - 62

La synthése du derivBl-méthylé 62 débute par une substitution nucléophile pour
obtenir I'intermédiaire substitué. LA-méthylation de cet intermédiaire s’effectue avec
iodure de méthyle en présence d’'une base faildes wolumineuse, le carbonate de césium,
dans leN,N-diméthylformamide a 70°C. Le compoBEmeéthylé est ensuite déprotégé en
présence de méthane thiolate de sodium dans lean@thCes trois étapes ont permis

I'obtention du composé2 avec un rendement de 20% (soit un rendement gtEhaB%).

L’alkylation avec des chaines chlorées aminoalkyeété envisagée mais aucune

réaction n'a eu lieu malgré I'utilisation d’'une kgslus forte, I'hnydrure de sodium.
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4. Stratégies de synthese des 2-aminométhylguinaina@s (Série H)

Trois voies de synthése ont été envisagées ajintehir les composés de la séiiea
partir du 2-amino-4,5-diméthoxybenzonitrile comnigitc

Hydrolyse Voie B Voie A
% o} o]
0 NH, Substitution /OD\)L NH,  Substitution O NH,
~o NH; o NH o NH \Q
N AN
Cyclisati on* Cyclisation

0]

o)
Cvelisati -0 NH -0 NH
“yclisation - _ cl o " /)\/N

et chloration (6] N
Chloration * Chloration
Cl Cl
Voie C ~o N Cl ~o N/)\/ N
Substitution R Substitution R
= /| = |
XN XN
~0 N Cl ~0 N/)\/ N
Protection R
= /|
XX
O SN 0
“ . /)\/ N Déprotection
y
0 X
Déprotection R
= /|
XX
0 N
~o N/)\/ NH,
61

142



MODULATION DE LA POSITION 2 DE LA QUINAZOLINE — STRATEGIE DE SYNTHESE

Les nitriles s'hydrolysent en milieu acide ou edieui basique pour donner l'acide
carboxylique correspondant. Pour les nitriles antogqoas, I'hydrolyse (acide ou basique) peut

étre arrétée au stade de I'amide.

L’hydrolyse du 2-amino-4,5-diméthoxybenzonitrile &té réalisée en conditions

basique (méthode A) et acide (méthode B).

Méthode A
KOH, EtOH

reflux o
~o NH, Méthode B ~o NH,
H,S0, 98%, H,O 76

T.A.
700()

L’hydrolyse ménagée du nitrile en présence d’hygdexde potassium dans I'éthanol
a reflux a permis I'obtention du produi6é avec un rendement de 27% (méthode A). Dans des
conditions acides (acide sulfurique concentréyeledement est nettement meilleur. En effet

grace a la méthode B, I'amid® a été obtenu avec un rendement de 70%.

La premiére partie de la voke consiste a synthétiser le dérivé chloré benZB0§ én

4 étapes & partir du prodi6. 2

18 M. I. Crespoet al, Journal of Medicinal Chemistryl998 41, 4021-4035.
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o} NH,
o cl
0

0 Et;N 9 K,CO;
~o NH, TA. ~o NH TA. ~o NH |,
76 86% (o) cl 97% O)\/N
78

77

NaOH IN 0] Cl
LIS s ST NN S AU TS
H /\
= N
reflux ~o N/)\/N reflux o NJ\/

72% 79 80

= Acylation
L'insertion du groupement chloroacétyle sur I'amereposition 2 du benzonitrile est
réalisée a partir du chlorure de chloroacétyle e¥sgnce de triethylamine dans le THF a
température ambiante. Les conditions opératoirepemis I'obtention du dérivé7 avec un

rendement de 86%.

= Substitution nucléophile
La substitution avec la benzylamine sur le produiest réalisée dans des conditions
basiques (carbonate de potassium) dans 'acétenite produit78 est ainsi obtenu avec un

rendement de 97%.

= Cyclisation
Le produit non cyclis&8 est ensuite mis en réaction dans un mélange sbudée
N,N-diméthylformamide. Apres 30 minutes de réactiorefux, le produit cyclisé79 est

obtenu avec un bon rendement (72%).
= Chloration
La chloration du produit benzyl&9 a été réalisée dans I'oxychlorure de phosphore a
reflux. Les nombreux produits secondaires formés e la réaction ne nous a pas permis

d’isoler le produit chlor&0.

Pour palier a ce probleme, une nouvelle voie déhege a été envisageée.
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Cette voie de synthése consiste a préparer unéddichloré a partir du produit?
(préalablement obtenu) en 2 étapes.

0] Cl
0 : i NH, Cyclisation _0 NH Chloration 0o SN
~o NH X o N//I\/CI X ~o N/)\/CI

77

Le produit non cyclisé7 est mis en réaction dans un mélange soude 1NNV/
diméthylformamide. Aprés 30 minutes de réactioeflux, plusieurs produits secondaires se
sont formés empéchant la synthése du composé &€y8iste a ces échecs, la synthese du

dérivé dichloré a été envisagée par une autre détho

La voie de synthese C se divise en deux grandegega la synthese du dérivé

dichloré81 et la synthése des produits cibles a partir dieceier.

Lors de cette stratégie, les efforts se sont patésa synthese du dérivé dichl@#
D'aprés les travaux de Shishebal.,'®’ le dérivé chloré peut s’obtenir en une étape firgar

2-amino-4,5-diméthoxybenzonitrile selon le mécamisuivant :

187C. J. Shishoet al, Journal of Heterocyclic Chemistr§99Q 27, 119-126.
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N N
O CN Iz —
cl
I~
_N Cr NH Cr
o
HCI -0 ~NHy* HCI - A INH*
A_a SN A_ci
o N o N
o O INHs cl
-~ NH O SN
~0 NG Cl ~o N/)\/CI

Afin d’obtenir le compos@&1 avec un rendement optimal, plusieurs conditionsetn

envisagées (Tableau 23) :

N cl
~o NH, ~o N/)\/CI
81
HCI Solvant  Température Produit isolé Rdt
1 HCI 12N 1,4-dioxane T.A. (= 20°C) - -

HCI gaz (dioxane barboté 10 mir 1,4-dioxane 0°C - -

o
3 HCl gaz (dioxane barboté 10 min)  1,4-dioxankA. (= 20°C) ~4 NJK/CI 7%

intermédiaire

4 HCI gaz (dioxane barboté 10 mir 1,4-dioxane 50°C 81 14%
5 HCIl gaz (dioxane barboté 10 min) 1,4-dioxane 200°C dégradation -
6 HCI gaz (dioxane barboté 10 mir THF 50°C - -

7 HCI gaz (dioxane barboté 10 min) MeOH 50°C - -
8 HCI gaz (dioxane barboté 6 heure 1,4-dioxane T.A. (= 20°C) 81 17%

Tableau 23 : Optimisation de la synthese du prodat

La condition 8permet d’obtenir le meilleur rendement (17%). Eettéthode consiste
a faire barboter de maniere continue de I'HCI gaz#ans le dioxane a température ambiante.
Le fait de diminuer le temps de barbotage a 10 (cmmdition 3 réduit considérablement la
cinétique de réaction car seul I'intermédiaire getisese a été obtenu (7%). tandition 4
permet d’obtenir le compos¥l avec un rendement de 14% en ne barbotant que riitesi
mais en chauffant a 50°C. Le fait de chauffer da-de 50°C provoque une dégradation du
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milieu réactionneldondition 5. La variation du solvant a été réalisée dansdeslitions 6 et
7 (THF ou MeOH) mais aucun produit n'a été formélgraune solubilisation compléte.
Dans toutes les conditions réactionnelles, le gtodiel départ n'ayant pas réagi a pu étre

récupéré sous sa forme chlorhydrate.

Malgré un rendement faible, tondition 8nous a permis d’obtenir le dérivé chloré

souhaité. Celui a donc pu étre utilisé pour powrsuia synthese.

La synthése du compo$d se déroule en 3 étapes. Tout d’'abord, une sutistitu
nucléophile permet de fixer I'aniline halogénéepasition 4, puis une seconde substitution
permet de greffer le motif phtalimide sur la chaameposition 2. Enfin une étape finale de

déprotection permet d’obtenir le produit désiré.

o}
F F F
X v
H,N cl HN a 5 HN cl
DMF o o}

Cl
0 SN isopropanol _0 SN _ SN
~0 N/)\/CI reflux ~o N/)\/CI 70°C ~o N/)\/N
81 72% 82 78% 83 o

o4
hydrazine HN Cl
MeOH/CH,Cl, o N "

80°C ~o N/)\/ NH;

69% 61

= Substitution nucléophile aromatique
Le dérivé chloré81 est mis en solution dans l'isopropanol avec liarilhalogénée
commerciale. Aprés 2 heures de réaction, le prdduité est isolé par filtration (72%°

Une synthése de Gabriel a ensuite été envisagédeafiénérer 'amine primaire sur la

chaine portée en position 2 de la quinazoline.

188 A, Gazitet al.,Bioorganic and Medicinal Chemistrg996 4, 1203-1207.
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= Substitution nucléophile
Le produit82 réagit avec deux équivalents de phtalimide potassémercial dans le
N,N-diméthylformamide. Le milieu réactionnel est pcat&0°C et apres 4 heures le composé

protégé83 est obtenu avec un rendement de 83%.

= Déprotection
La déprotection du phtalimide s’effectue en présetitiydrazine monohydrate dans
un meélange dichlorométhane / méthanol, mélangessace a la solubilisation du composé
83. Aprés 18 heures de réaction a reflux, une patifim par chromatographie sur gel de
silice élimine le phtalhydrazide et permet d’obtdaicomposé ciblé1 avec un rendement de
69%.

Mécanisme réactionnel

- . +
o A NH

Les produits cibles de type 2-aminométhylquinaZglias sont en cours de synthése
grace a la voie C. L'optimisation de la réactioone pot » de cyclisation/chloration est

€galement en cours.
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. CONCEPTION DES THIAZOLOTRIAZINES ET DES THIENOPYRIMIDINES

Afin de développer de nouveaux inhibiteurs potdsitae I'activité tyrosine kinase,
nos travaux se sont portés sur le remplacemerd daihazoline par des hétérocycles azotés
peu rencontrés parmi les ITKs conventionnels :tdezolotriazines et des thiénopyrimidines.
Nous avons appliqué nos relations structure-aétigiir ces hétérocycles afin d’évaluer le

potentiel inhibiteur des nouvelles molécules sytisiés.

Inhibiteurs Inhibiteurs mixtes Inhibiteurs
EGFR EGFR/VEGFR-2 VEGFR-2
H

O /Hal H 0 H N
o O et Ly G
"o N HNS HN x © 0 x9 N

e - b

Modulation de la quinazoline:

S SN R /%q
S
R— %

N N
Thiazolotriazine Thiénopyrimidine

= Lesthiazolotriazines présentent un hétérocycle central portant deux egaazote,
nécessaires au bon positionnement dans les sttessd|'EGFR et du VEGFR-2, en
position 1 et 3. Tout comme pour les benzotriazifiaput d’'un azote intracyclique
en position 2 pourrait permettre de nouvelles diass hydrogene. Le motif thiazole
accolé a la pyrimidine pourrait également favorides interactions avec la région
charniére des sites actifs. Le groupement R (mdineou pipéridine) substitué sur le
thiazole pourrait augmenter les parametres de $podibilité en augmentant la
solubilité des composeés.
Suite aux problemes de synthése rencontrés, urcemposé a été obtenu dans cette

série. Il s’agit du produid4 représenté ci-desssous.

H H
Peeaes

/N S—
< T

__/ N N/,N
84
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Comme les thiazolotriazines, ldérivés thiénopyrimidiquespermettent de garder les

atomes d’azotes essentiels en position 1 et 3.rhepgment aryle de la quinazoline

est remplacé par un de ces bioisosteres,

thigphéDeux séries de

thiénopyrimidines ont été envisagées afin d’exami@eble d’un cyclohexane accolé

a I'nétérocycle central : des thiénopyrimidines rionctionnalisées sur le thiophéne

(91-99) et des tétrahydrobenzo-thiénopyrimidin@s-105).

Aussi, afin de pouvoir comparer les différentesiesérchimiques entre elles, les

analogues quinazoliniques non substitués en pogtiet 7 ont été synthétisé&b{90).

o6
7

N

SN

>N

N

jod
HN Cl 85
mdrn
N o
~
e s
HN
Br
IYRN0] 67
HN
jed
(0] Cl 88
-

o~
T 89

T
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98
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105



MODULATION DE L’'HETEROCYCLE — RESULTATS PHARMACOLOGIQUES

II. RESULTATS PHARMACOLOGIQUES

1. Résultats pharmacologiques du composé 84

La thiazolotriazineB4 a été évaluée pharmacologiquement sur EGFR et YRGBt
sur plusieurs lignées cellulaires (PC3, HT29, MCE&7 HUVEC). Les reésultats sont
représentés dans le Tableau 24.

H H Clspen nM
N_ N B P
Q/\ hig \©/ " ou % diinhibition Sl G %
o)
O PC3, HT29, MCF7,
e SCER EEERE prostate cblon sein HIHES
vandétanib 800 70 7,3 1,8 9,6 4.4
/OD?E; P24  >10000 4 > 10 > 10 > 10 0,8
~o N7
/M S%l 84 >10000 . 4% > 10 >10 > 10 > 10
O N >
_<\N | N”N alouM

Tableau 24 : Résultats enzymatiques et cellulaidescomposé 84

Discussion
Le composé&4 présente une valeur d’inhibition supérieure a M sur 'EGFR tout
comme son analogu@24. Sur le VEGFR-2, le pourcentage d’inhibition dectivité

enzymatique n’est que de 54% a 10 uM. Sur lesrdiftés lignées cellulaires testées, aucune
activité antiproliférative n’est détectée pour tenposés4.

Conclusion

La modulation de la quinazoline sur des dérivéstyfee 4-aryloxy en motif
thiazolotriazinique conduit a une chute de I'atiinpour le VEGFR-2. La synthése des autres
composés de cette famille ne sera donc pas réalisée

2. Résultats pharmacologiques des thiénopyrimidinest des guinazolines

L’inhibition enzymatique, ainsi que le pouvoir gmblifératif des composé’s a 105

ont été évaluém vitro. Les résultats sont représentés dans les TabBRg26 et 27.
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Clspen nM Clgoen uM
s . PC3, HT29, MCF7,
Hétérocycle Substituant EGFR VEGFR prostate cdlon e HUVEC
vandétanib 800 70 7.3 1,8 9,6 4.4
/OI:EE'N P4 400 5 300 6,6 5,7 49 N.D.
oA
N - 85 30 > 10 000 > 10 > 10 > 10 > 10
" X
HN Cl
/ i \)N wondon 91 2 980 > 10 000 > 10 >10 > 10 > 10
ST N7
) i \)N 99 1330 > 10 000 > 10 > 10 >10 > 10
SN
/OI:EC)N P17 > 10 000 9 500 > 10 > 10 > 10 N.D.
~o N”
N - 88 590 > 10 000 > 10 > 10 > 10 > 10
- X
o) Cl
XN oo > 10 000 > 10 000 > 10 > 10 > 10 > 10
7% | ) 94
S N/
) i SN 102 > 10 000 3500 > 10 >10 > 10 > 10
S N/)

Tableau 25 : Résultats enzymatiques et cellulaides dérivés halogénés en série anilino et aryloxy

152



Clsgen nM Clspen uM
Hétérocycle Substituant EGFR VEGFR prpoitséte ':-(;% ?] Msili:r?’ HUVEC
vandétanib 800 70 7,3 1,8 9,6 4.4
-~ oy P8 900 500 >10 >10 >10 N.D.
~o N”
X > 10 000 3820 >10 > 10 > 10 > 10
N 86
J §
" X
HN
/ i N s 92 > 10 000 > 10 000 >10 > 10 >10 >10
S N/)
) i SN 100 > 10 000 3 140 > 10 > 10 > 10 > 10
S N/)
-0 =) P19 > 10 000 600 >10 >10 >10 N.D.
~o N”
§
N > 10 000 710 > 10 > 10 > 10 > 10
N 89
/) 0
N MIVIJ\I\N
/ | SN 95 > 10 000 1140 > 10 > 10 > 10 > 10
S N/)

Tableau 26 : Résultats enzymatiques et cellulaides dérivés substitués par un carbamate en sériéranet aryloxy
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Clsp en nM Clsp en uM ou pourcentage d’inhibition & 10 uM
Hétérocycle Substituant X EGFR VEGFR proiféte HC;% ?1 MSCeIi::, HUVEC
vandétanib 800 70 7,3 1,8 9,6 4,4
-0 \)N H P36 7710 12 5,6 4.4 5,9 97%
~o N~
\Jl . H 87 > 10 000 91 >10 >10 >10 94%
Sisencs
HN x ©
A \/)N o H 93 > 10 000 1160 > 10 > 10 > 10 93%
STON
/ | \/)N H 101 3950 310 >10 > 10 51 50%
S™°N
H P23 > 10 000 6 > 10 7.3 9,8 0,9
-0 SN CH, P24 > 10 000 4 > 10 > 10 > 10 0,8
"o N cl po5 > 10 000 8 >10 > 10 > 10 0,5
\J‘l 4n H 90 > 10 000 8 >10 5,8 >10 82%
N N__N Br
/@[ T @f N 96 > 10 000 18 > 10 >10 > 10 60%
ah /)N m(fwv X CH, 97 > 10 000 16 > 10 > 10 > 10 17%
STON al 08 > 10 000 9 > 10 > 10 > 10 57%
H 103 > 10 000 1110 > 10 > 10 6,7 78%
& \/)N CHs 104 3290 34 8,9 > 10 6,2 95%
STON cl 105 1260 15 >10 > 10 > 10 87%

Tableau 27 : Résultats enzymatiques et cellulaides dérivés substitués par une urée en série aaikharyloxy
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Discussion

Quelle que soit la série chimique (quinazolineénibpyrimidine ou tétrahydrobenzo-
thiénopyrimidine), les valeurs d’inhibition de paolifération cellulaire cancéreuse restent
faibles (Ck, > 10 uM). Cependant, plusieurs differences sbeeovées quant aux inhibitions

enzymatiques des différents composeés.

= Dérivés halogénes (Tableau 25)
La substitution des différents hétérocycles par andine halogénée conduit a une
sélectivitt EGFRversusVEGFR-2. La non-substitution de la quinazoline pas chaines
meéthoxy en position 6 et 7 permet d’augmenter ibitton enzymatique sur EGFR (6185 =
30 nM). Le remplacement de la quinazoline par desifsnthienopyrimidiniques permet de

garder des inhibitions intéressantes sur 'EGFRy(@l et 99~ uM).

En série aryloxy, la quinazolir@8 montre une bonne affinité pour 'EGFR §61=
0,59 uM). La thiénopyrimidin84 obtient des résultats d’inhibition enzymatiqueigaients
a son analogue 6,7-diméthoxyquinazoliniqu®l7, alors que la tétrahydrobenzo-
thiénopyrimidine102 présente une valeur d’inhibition importante suVEEGFR-2 (Céy =
3,50 uM).

= Deérives substitueés par un carbamate (Tableau 26)
Les modulations du motif 6,7-diméthoxyquinazolin@r pune quinazoline, une

thiénopyrimidine ou une tétrahydrobenzo-thiénopidime conduisent a une diminution de

l'activité mixte EGFR/VEGFR-2. La quinazoling6 et la thiénopyrimidinel06 présentent

néanmoins des valeurs au micromolaire sur le VEGFR-

Les dérivés 4-aryloxyB9 et 95 montrent une sélectivité VEGFRAZrsus EGFR
équivalente a leur homoloque 6,7-diméthoxyquinaglie P19,

= Deérives substitués par une uree (Tableau 27)
En série anilino, on observe une sélectivité poair MEGFR-2 versus EGFR.

Cependant la modulation de I'hétérocycle provoquelégere diminution de I'affinité pour le

VEGFR-2 par rapport aux composés quinazoliniquaestéirahydrobenzo-thiénopyrimidine

101 présente également une valeur d’inhibition intemege sur 'TEGFR (G§ = 3,95 uM).
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En série aryloxy, la modulation du motif 6,7-dim@tliquinazoline par une
guinazoline, une thiénopyrimidine ou une tétrahbéreo-thiénopyrimidine a permis de
garder une sélectivité pour le VEGFR-2 avec d'deo¢ds valeurs d’inhibition. Les dérivés
guinazoliniques et thiénopyrimidiniques gardent dimités proches de leurs analogues 6,7-
diméthoxyquinazoliniques alors que [I'hétérocycletrai®ydrobenzo-thiénopyrimidinique
conduit a une diminution de cette affinité. Ceperdas tétrahydrobenzo-thiénopyrimidines
104 et 105 présentent, en plus de leur affinité pour le VE&FRes Gy au micromolaire sur
EGFR.

On peut également noter que les composés subgpigmésr motif urée présentent des

Clso ou des pourcentages d’inhibition intéressantalighéee HUVEC

Conclusion

Le remplacement du motif 6,7-diméthoxyquinazolidqyar des hétérocycles
thiénopyrimidiniques a permis de mettre en évidedes inhibiteurs de 'EGFR et du
VEGFR-2. Grace aux différents résultats de relatisinucture-activité, des pharmacophores

pour les deux kinases ont pu étre établis.

InhibiteursEGFR

> > |l = I
© \OI:[ (sj S /I A
InhibiteursVEGFR-2
N.__N Br
ISR aes
o x ©
= > / | >> / | N
\O:©\~ @‘\ (Sj\ ST 7 | N/
L’inhibition de la prolifération cellulaire cancéree de ces nouveaux inhibiteurs est

supérieure a 10 uM. Des modulations chimiques dont a envisager, comme l'insertion de

chaines aminoalkoxy sur ces nouvelles structures.
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La 6,7-diméthoxyquinazolinéd23 ayant montré des résultats tres intéressantsesur |
kinases PDGFR et c-Kit, nous avons envisagé d’'évalas analogues thiénopyrimidiques et
qguinazoliniques sur un panel de neuf kinases (EGHEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
PDGFR-R3, c-Kit, c-Met, Src et Raf). Les résultaistgeprésentés dans le Tableau 28.

La modulation de I'hétérocycle a provoqué une ehig I'affinité pour les kinases
Met, Raf, VEGFR (1, 2 et 3) et PDGFR. Une diminatide I'inhibition est également
observée sur Src pour les quinazolin@s €t 90) et les thiénopyrimidines98 et 96). Les
tetrahydrobenzo-thiénopyrimidind91 et 103 permettent quant a elles de garder une affinité
pour la kinase Src. La non substitution par desngsaméthoxy en position 6 et 7 de la
guinazoline fait chuter I'activité sur le PDGFR ¥EGFR-1, mais permet de garder des

inhibitions correctes sur VEGFR-2 et 3 ainsi quecsKit.

La modulation de I'hétérocycle a essentiellemamhys d’augmenter ou de garder des
inhibitions de c-Kit tres intéressantes. En efles, six nhouveaux composeés testés présentent
des Ci, inférieures a 17 nM sur cette kinase. Il est égalg intéressant de noter que les
dérivés anilino87, 93 et 101 présentent de meilleures inhibitions que leurs dlogues
aryloxy 90, 96 et 103 De plus les composé&x3 et 101 montrent une excellente sélectivité

pour c-Kit vis-a-vis des autres kinases testees.

Conclusion

Le remplacement de la quinazoline par de nouveaigrdcycles a conduit a une
diminution de I'affinité pour les kinases VEGFR RDGFR. Cependant la modulation de
I’hétérocycle quinazolinique en thiénopyrimidine permis la découverte de nouveaux
inhibiteurs sélectifs de c-KiB@ et 101).

H H Br H H Br
ISR N ISR av]
HN HN
SN SN
Ay Ay
93 101
Clspc-Kit=1 nM Ckp c-Kit = 6 nM
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H\H/H 5 Clggen nM
X~ C 2 C EGFR c-Met Raf Src VECiFR VEC;FR VEGSFR PD%FR c-Kit
% ) . . .
cédiranib 2100 967 >10000 156 39 14 11 38 1530
O N
- j‘ e} P23 >10000 2310 930 5470 46 6 9 5 16
~o N”
NH 87 >10000 >10000 >10000 >10000 5750 91 47 850 1
0] 90 >10000 >10000 @220 >10000 650 8 7 320 14
NH 93 >10000 >10000 4020 >10000 >10000 1160 1980 2120 1
N
N
A
N e} 96 >10000 >10000>10000 >10000 1080 18 6 570 11
NH 101 3950 >10000 >10000 7640 7150 310 420 2820 6
a \)N
-
STON 0] 103 >10000 >10000 5840 8460 1700 1110 1020 2300 17

Tableau 28: Résultats d’inhibition enzymatique déérivés substitués par une urée
Clsgentre 1-9 nM/ Clsg entre 10-99 nM/ Cl 5o entre 100-999 nM/ Clgo entre 1000-9999 nM
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Intérét des inhibiteurs sélectifs de c-Kit en oncalgie

Les tumeurs stromales digestives sont définies a@es tumeurs mésenchymateuses
exprimant le récepteur c-Kit. La liaison c-Kit/SC&st responsable d’'une activation
d’effecteurs intracellulaires impliqués dans lavseir la prolifération, la différenciation et
'adhésion cellulaires. Une mutation du gene cqeut engendrer une phosphorylation du
récepteur indépendante du ligand, ce qui aboutitédactivation continue du récepteur. Les
tumeurs stromales présentent ce type de mutat@ivaices. L'imatinib est un inhibiteur de
I'activité tyrosine kinase de c-kit ayant prouvénsgfficacité dans les tumeurs stromales. La
justification de son utilisation est liée a soni@ctinhibitrice de la protéine c-Kit activée

indépendamment de son ligafid.

Les ITKs ciblant le récepteur c-Kit sont égalemaritétude dans différents cancers
exprimant une mutation ou une suractivation duptse. Parmi ces cancers, on peut citer la
leucémie myeéloblastique, la leucémie a mastocigesancer du poumon a petites cellules, le

cancer testiculaire et le neuroblastome.

189 M. Linchet al, OncoTargets and Therapg013 30, 1011-1023.
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Ill. STRATEGIE DE SYNTHESE

1. Synthese des thiazolotriazines

hY

Les produits cibles de type thiazolotriaziniquesntsmbtenus a partir d'un
intermédiaire clé chloré.

R’
K
J

_N Cl
N~ Cyclisation

X
_N
S— .~ Cyclisation S Ay Substitution SN
: N N
| R \ ]\/ R —<\ | | R —<\ | |
~ )\ - N N N N N N N

§” 'S NH,

La synthése du dérivé chloré a été mise au poinfThamaeet al Cette synthese

passe par |'obtention de I'intermédiaire6 **°

1) morpholine, DMF, 70°C
2) Na,S.9H,0, 70°C

3) CICH,CN, 50°C N

AN o Z
N 4) K,CO;_ 50°C I S
b LN

s s 75% N™“NH,
106

Le diméthylcyanodithioimidocarbonate commercialgieavec la morpholine dans le
N,N-diméthylformamide a 70°C. Aprés une heure de r@acte sulfure de sodium est ajouté
pour former le thiolate de sodium associé. Le adoétonitrile et du carbonate de potassium
sont ensuite ajoutés au milieu réactionnel poutissicle produit précédemment formé. Le

composél06 est obtenu avec un rendement de 75%.

Les étapes de la réaction sont développées ci-apres

199 Thomae D. eal., Tetrahedron2008 64, 9309-9314.
160



MODULATION DE L'HETEROCYCLE — STRATEGIE DE SYNTHESE

N o/ . N N2,S.9H,0 N
| — | !
\S)\S/ K\N)\S/ +MeS" K\NJ\S_ +2 MeS™ Na*

Le derivé107 est ensuite cyclisé et chloré « one-pot » & pauticomposd 06, 1%

NaNO, Cl

— N

s Z HCI12 N — S N

g N ]\/ o N ] E

" N">NH, 0°C puis T.A. N -
106 38% 107

Le dérivé106 est traité par le nitrite de sodium en préseneeidé chlorhydrique

concentré pour donner le dérivé chl@f¥ avec un rendement de 38%.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour syntrékes 4-anilinothiazolotriazines a
partir du dérivé chloréd07, mais aucune d’entre elles n'a permis I'obtentt®s produits
cibles (Tableau 29).

191 Thomae D. eal., Tetrahedron2009 65, 2982-2988.
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I,
HN Cl

cl
T oSy
o N . ——X—= 0o N !
Ny N

107 108

Solvant Base Température Temps de réaction Résultats
1 isopropanol / T.A. puis reflux 48 h Aucune évolatio
2 isopropanol / reflux 48 h Aucune évolution
3 isopropanol DIEA 80°C 36 h Aucune évolution
4 DMF / 70°C 48 h Aucune évolution
5 DMF K,CO; 70°C 24 h Aucune évolution
6 NMP / 100 °C 24 h Aucune évolution
7  2-butoxyéthanol / 130°C 24 h Dégradation
8 ACN EtN 60°C, tube scellé 48 h Aucune évolution
9 NMP Kéz% 135 °C 4h Dégradation

Tableau 29 : Différentes conditions utilisées polimbtention du produit 108

Aucune évolution n'a été observée malgré les chaegés de solvant (isopropanol,
N,N-diméthylformamide,N-méthyl-2-pyrrolidone...) et de base fBOs;, DIEA, EG&N...).
Dans lesconditions 7et 9, le chauffage au-dela de 100°C a provoqué une datjoa du

milieu réactionnel.

La 4-aryloxythiazolotriazin84 a été obtenue grace a un transfert de phase sengee
du dérivé chloré et du phénol correspondant préatednt synthétisé. La purification du
produit84 a été difficile du fait de sa faible solubilitérdales solvants organiques engendrant
un rendement faible 3%.

H H Br
0
HO © ot H H Br
nBu,Br'N QT O
cl butan-2-one fe} 0o
NaOH 20 %
STy — O
N® 100°C NTON

84
107 39
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2. Synthése des thiénopyrimidines et des quinazodia

La synthése de dérivés thiénopyrimidiniques ehagnliniques a été realisée a partir
des dérivés chlorés commerciaux suivants :

Cl Cl C

~N ~N ~N
» a8 71
N) SN) SN)

Les subtitutions nucléophiles aromatiques réalistass l'isopropanol a reflux ont

permis d’obtenir neuf composés cibles sous formeebapres alcalinisation avec des
rendements compris entre 18 et 99%.

/,Fl*' =7 |
Cl HNTS HNT X
r/LéN isopropanol r/L*N
R R )
N reflux N
18-99%
\N / \N / \N
(iz (Si[) ol
F
@[ 85 01 99
ww cl 99% 55% 33%
H
NTO\/ 86 92 100
HN © 82% 74% 18%
.
H H
ONTNGBF 87 93 101
HN o 99% 48% 65%

Les produits cibles « aryloxy » substitués parltiegeénes et des motifs de type urée
sont obtenus par substitution nucléophile en pdsediun catalyseur de transfert de phase, le

bromure deN-tétrabutylammonium dans un mélange soude/butame24oes rendements des
produits obtenus varient entre 4 et 69%.
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R'
=/
o

nBuyBrN* 7 |
Cl butan-2-one 0 X
7 7
100°C
4-69%
N/) S N/) S N/)
F

@[ 88 94 102
0 cl 4% 40% 29%

-

H H
QNTNC(& 90 96 103
o o 12% 36% 69%
dnns

H H
seaes S
o 0 57% 64%
ks

H H Br
Q ) j@( ] 98 105
o a© 11% 13%
ks

Les produits cibles « aryloxy » substitués par dadamates sont obtenus en deux
étapes.

NH

acr
HO
NH,
nBu,BrN* Q
Cl butan-2-one
SN NaOH 20 %

RT ]

N

o

NN 109 : 69%
Ru 110:66%
N

100°C

La premiére étape consiste en la substitutionmdtia 4-amino-crésol sur le dérivé
chloré approprié a l'aide d’'un transfert de phdsequinazolinel09 et la thiénopyrimidine

110sont obtenues avec des rendements respectifs ete6690.

La seconde étape correspond a la formation du matifamate. Les composeés cibles

89 et95 ont été synthétiséga deux méthodes différentes.
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Méthode A

H
NH N__O
Z ¢ 0o g
bl o
o} o o}
N THF/ACN S~ SN
AL L/
STNT T.A. STON
29% 05

110

Le composé 10 est mis en réaction dans un mélange tétrahydmuferé acétonitrile
(5: 5) en présence du chloroformiate d'éthyle.espR4h a température ambiante, le produit
95 est obtenu avec un rendement de 29%.

Le rendement obtenu étant assez faible, nous aweptes pour la méthode B pour

synthétiser le compo$®.

Méthode B

H
NH N (e}
/@ ) Cl._O_~ /@ g ~
b o
0 o o]
Ay NaH, THF Ay
5 TA. N

N
0,
109 31% 89

Le composél09 est mis en réaction dans le tétrahydrofurannerésepce d’hydrure
de sodium pendant 30 minutes, puis le chlorofomnid®&thyle est ajouté. Aprés 3h a
température ambiante, le prod8@ est obtenu avec un rendement de 31%.

Le rendement n'a pas été augmenté grace a cetteodegtcependant le temps de

réaction a pu étre diminué.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’objectif de nos travaux consistait a synthétides nouveaux composes, inhibiteurs
de l'activité tyrosine kinase. La conception de @écoles a donc été envisagée a partir des
travaux antérieurs menés au sein du laboratoirgceGa différentes voies de synthese mises

au point, une soixantaine de composés originauypwoiétre obtenus.

La premiére partie de nos travaux s’est consacréawgmentation du pouvoir
cytotoxiqgue de composés 4-aryloxyquinazoliniquesinhibiteurs multikinase VEGFR,
PDGFR et c-Kit. L'incorporation de chaines aminoaik en position 7 de ces dérivés a
permis de répondre a I'objectif. De plus, les cosgsoont présenté un pouvoir anti-migratoire
et anti-angiogénique trés intéressant et comparableelui du cédiranib, inhibiteur de
référence. Les études de stabilité sur le compmgius prometteurl@ ont prouvé que le

produit était stable aussi bien dans le plasmasquenicrosomes humains.

Clso VEGFR-1 =5 nM
Clso VEGFR-2 = 4 nM

H H
Fegnes

)

- \)N Clso VEGFR-3 =8 nM
/\/\ ~
O 0 N Clso PDGFRB = 9 nM
13 C|5o c-Kit=9 nM

Notre second objectif portait sur taodulation de la position 2 de la quinazoline
Dans ce but, des 2-aminoquinazolines, des bedlizb;2,3-triazines et des 2-aminométhyl-

guinazolines ont été synthétisées et évaluées pltatogiquement.

L’ajout d’'un azote intracyclique en position 2 potarmer lesbenzo-(d]-1,2,3-
triazines a conduit a des nouveaux ITKs. En effet, le comagualogénél7 s’est révelé étre
un puissant inhibiteur de 'EGFR et le compg@EE substitué par une urée a montré une
inhibition mixte de 'EGFR et du VEGFR-2.

H H
igd IShass
HN (of HN ©
SN

See:
~o NN 47

Clso EGFR =70 nM
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Les évaluations pharmacologiques effectuées si@-#&ninoquinazolinesont mis en
évidence de nouvelles structures inhibitrices dactivité tyrosine kinase. Les 2-
aminoquinazolines substituées par des anilinegbakesf0-52) ont présenté une inhibition
de 'ordre du micromolaire sur 'TEGFR. De plus féamctionnalisation par un motif phénoxy-
urée en position 4 de 2-aminoquinazoling8, 60) a permis de mettre en évidence des

molécules présentant une forte affinité pour le VARX.

/]@Er
~o N/)\NHZ

] @l cr
HN/©[ HN Br HN Br

ok b
50 51 52

Clso EGFR = 130 nM GhEGFR =1800nM  Gh EGFR = 2640 nM

HH Br HH Br
ryoy T
O 0 O o
- dr

59 60
Clso VEGFR-2 = 37 nM Gb VEGFR-2 =99 nM

La cible et le mode d’action des 2-aminoquinazdirsubstituées par un motif
carbamate ont pu étre déterminés grace a difféve@tedes (dénaturation thermique de
I’ADN, dichroisme circulaire, étude par fluorescepcAinsi, nous avons pu prouver que le

compose le plus cytotoxique de cette clas8grésente un pouvoir intercalant de I’ADN.

H
ey
HN Cl o

o N
N/)\NHQ

-

~o
55 Intercalant de 'ADN
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Dans la troisieme partie de nos travaux de thesanddulation de I'hétérocycle
guinazolinique central a été envisagée avec laheget de dérivéthiazolotriaziniques et
thiénopyrimidiniques. Les évaluations pharmacologiques entreprisesusysanel de neuf
kinases ont permis de mettre en avant de nouveduibditeurs sélectifs du récepteur c-KIg(
et101).

H H Br H H Br
ISR av] ISR A
HN HN
SN SN
Ly Ly
93 101
Clspc-Kit=1 nM Ckp c-Kit = 6 nM

Malgré des résultats sur enzymes tres intéressdatsplupart des molécules
synthétisées (benzotriazines, 2-aminoquinazolineghi&nopyrimidines) ont présenté un
pouvoir antiprolifératif assez faible sur les ligsécellulaires cancéreuses (PC3, prostate ;
HT29, cblon ; MCF7, sein). Une des perspectivesnasager est I'incorporation de chaines
aminoalkoxy sur ces composeés. En effet, nous apomsvé I'importance de ces chaines sur
les quinazolines pour favoriser I'inhibition dedeolifération dans la premiere partie de notre

travail.

Inhibiteurs potentiels

| %
HN HNT X

,/"‘N”[\/]’\o+\ N ,«"‘N/\M/n\o-/— | N
y /? n = N//N N N/)

S

Aussi, il serait intéressant de déterminer le dact de ces chaines dans l'inhibition

de la prolifération cellulaire cancéreuse.

Nous pourrions également envisager la modulatiomadtif urée pour découvrir de

nouveaux inhibiteurs originaux. Le motif urée paitrren effet étre rigidifié en motif
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benzoxazole, groupement renfermant les hétéroatessesntiels a I'interaction avec les sites

actifs.
H H
T
s
7N

Br

H

Hétérocycle Hétérocycle
azoté azoté
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PROTOCOLES BIOLOGIQUES

* [NHIBITION DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE

* [NHIBITION DE L’ACTIVITE TYROSINE KINASE

* ETUDE DU POUVOIR ANTI-ANGIOGENIQUE

* ETUDE DU POUVOIR INVASIF

* TEST DE DENATURATION THERMIQUE DE L’ADN

= ETUDE DE L’ABSORPTION UV-VISIBLE

* ETUDE DU DICHROISME CIRCULAIRE



PARTIE EXPERIMENTALE - BIOLOGIE

INHIBITION DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE

L’inhibition de la prolifération cellulaire des cqosés inhibiteurs de tyrosine kinase a
été réalisée par Madame Amélie Barczyk, au seinlathoratoire de pharmacologie de
I'Institut de Chimie Pharmaceutique Albert Lespdgnidactivité antiproliférative a été
effectuée sur trois lignées cellulaires cancérebsesaines : la lignée cellulaifRC3 (cancer
de la prostate) ; la lignée cellulaiMCF7 (cancer du sein) et la lignée cellulaifd29
(cancer colorectal). L'inhibition de la proliférati cellulaire a également été réalisée sur la
lignée cellulaireHUVEC qui surexprime le VEGFR et sur la lignée cell@dasaineMRC5
(fibroblastes).Les composés de référence utilisés sont le vantetdrie cédiranib achetés

chez Selleck chemicals.

CULTURE CELLULAIRE : Les cellules sont cultivées en monocouche dansiligum
de culture (Life Technologies) supplémenté avec If¥osérum de veau foetal (SVF) et
contenant des antibiotiques tels que la pénicilli{b@0 Ul/mL) et la streptomycine (100
ug.mL-1) (RPMI-1640, pour la lignée prostatige€3; MEM, pour les lignéesvICF7 et
MRC5 ; DMEM, pour la lignée colorectaldT29). Les celluleHHUVEC sont cultivées dans
un milieu de culture Medium 200 supplementé avet\H.

Les cellules sont placées dans une étuve a 37°€amosphéere humide contrélée et
enrichie a 5% de CO2.

PRINCIPE DU TEST . Le test MTS est un test colorimétrique basé soafmcité des

mitochondries fonctionnelles des cellules a rédier@roduit MTS (dérivé tetrazolium) en
cristaux de formazarvia une enzyme mitochondriale, la NADP-déshydrogén&stte
réduction entraine un changement de couleur deoléame qui passe du jaune au pourpre.

Le pourcentage de cellules vivantes peut doncdétierminé par la lecture de I'absorbance.

Réduction
NADP-déshydrogénase

N R ~N
[ P R ~N
N™ = R
_?‘, L. Hf N
N=N N=N
R R
Formazan
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L’augmentation de I'absorbance est le marqueuagwdlifération cellulaire. En effet,
plus il reste de cellules vivantes, plus il se ferde dérivés formazan de couleur pourpre.

Ainsi, plus I'absorbance augmente, moins l'inhibrtest efficace.

PROTOCOLE : Les cellules sont ensemencées dans des plaquast9q3D00 cellules par

puits). Elles sont ensuite cultivées pendant 24dwedans leur milieu de culture et traitées par
les composés a étudier. Les solutions-méres de @asdasont préparées dans le DMSO a une
concentration de TOM. Ces solutions sont ensuite diluées dans dwemitie culture pour
obtenir des concentrations finales en DMSO infégs 1 %0, compatibles avec la croissance
cellulaire. Aprés 72 heures d’incubation les cellusont mises en contact avecp20d’'une
solution de MTS. Aprés 1 a 4 heures d’incubaticabdorbance est mesurée grace a un
lecteur de microplaques Power wave XS (Biotek) @ AMI. Chaque expérience est réalisée
en triplicate pour chaque concentration de complbsg.résultats obtenus sont traités par le
logiciel Gen5 et sont exprimés suivant une courfbet €ose traduisant le pourcentage de
cellules vivantes en fonction de la concentratiedalmolécule étudiée. Cette courbe permet
de déterminerla G§ qui correspond a la concentration de la moléqder laquelle on
observe une réduction de 50% de la viabilité caitalpar rapport a un contréle n’ayant subi

aucun traitement.
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INHIBITION DE L’ACTIVITE TYROSINE KINASE

Les mesures de I'activité tyrosine kinase dedFR (issus de membranes purifiées
des cellules A431) et AMEGFR-2 (protéine recombinante) sont réalisées a la Platef de
Binding de I'lCPAL par Madame Amélie Barczyk et rroéme.

PRINCIPE DU TEST : Les activités enzymatiques tyrosine kinase des dsepteurs

sont mesurées en suivant l'incorporation de phdsphaprovenant d’ATP radioactif
([y**P]ATP] sur un substrat peptidique contenant deiluéstyrosine, le PolyGluTyr. La
radioactivité mesurée représente la quantité destmatb PolyGluTyr phosphorylés sous

I'action de l'activité tyrosine kinase du récepteur

i | Récepteura activité
tyrosine kinase

Récepteur a activité
tyrosine kinase

[v3.PIATP ?

PolyGIuTyr-,P i i PolyGluTyr
i + Inhibiteur

[vsPIATP | PolyGluTyr-4,P

PolyGluTyr

PROTOCOLE . La réaction se déroule dans une plaque 96 puitsuitiddreen

Durapore » (Millipore). Les puits sont pré-mouillégec 100uL d’eau. Aprés filtration de
'eau, les récepteurs sont pré-incubés (20 ng dE@E10 ng de VEGFR-2) en présence ou
non de la molécule a tester pendant 5 minutes @.37& réaction pour I'activité du récepteur

isolé débute apres I'ajout de pD du réactif suivant :

= pour 'EGFR : HEPES 50 mM pH 7,5; BSA 0,1 mg.r’ﬁl‘, MnCl, 5 mM ; NaVQOq,
100uM ; DTT 0,5mM ; PolyGluTyr 25Qg.mL™* ; ATP 5uM ; [y°P] ATP 0,5uCi

= pour leVEGFR-2 : Tris 50 mM pH 7,5 ; BSA 2hg.mL*; MnCl 1,5 mM ; MgCh
10 mM ; NavO, 100 uM ; DTT 2,5 mM ; PolyGluTyr ZSQLg.mL'l; ATP 5uM ;
[v*?P] ATP 0,5uCi ; B-glycérophosphate 5 mM
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Apres 1h a 37°C, la réaction est arrétée paplR@'’acide trichloroacétique 100%
(TCA) et la précipitation dure 30 minutes a 4°C. systeme multiscreen (Millipore) est
utilisé pour la filtration des puits et une dizaide lavage (30QL de TCA a 10%) sont
réalisés avant de sécher puis de découper les rapathde nitrocellulose situées au fond de
chaque puits. Le comptage de la radioactivité #stteé dans une plaque 96 puits avec 150
uL de liquide scintillant. La radioactivité contendans chaque puits est mesurée a l'aide
d’'un compteur (Top count, Perkin Elmer). Les réssltsont exprimés en pourcentage

d’inhibition par rapport au témoin (absence d’intabr).

100 uL HO Récepteur

Réactif

Incubation
1ha3?rC

TCA10 % x 10 TCA 100 %

% <
Filtration Précipitation
+ séchage 30 min a 4C

membranes

o l Découpage des
de nitrocellulose

—] Lecture}—  Résultats
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L’étude du pouvoir ar-angiogénique et I'étude du pouvoir invasif des cosds
inhibiteurs de tyrosine kinase a été réalisée padavhe Amélie Barczyk, au sein
laboratoire de pharmacologie de I'Institut de Cl@rRharmaceutue Albert Lespagnc

ETUDE DU POUVOIR ANTIFANGIOGENIQUE

PRINCIPE DU TEST : Les cellules HUVEC, au contact de Matrigel®, scepables
de former des structures filamenteuses appeléastuties (cf photo contrble). L'ajout d't
anti-angiogenique au milielueine la formation de ces microtubes (cf photabitaur). Plus
la capacité antangiogénique de l'inhibiteur sera élévée, plustarfation des microtubes se

ralentie

Contréle Inhibiteur

PROTOCOLE : Le Matrigel® est décongelé durant une nu 4°C, puis 50 sont
déposés dans les puits d'une plaque 96 puits. lagu@s sont ensuite incubées a 3
pendant une heure pour assurer une gélificatiorpt&inde la matrice. Les cellules HUVI
sont ensuite ensemencées dans la plague 96 p2 000 cdlules par puits) et les inhibiteu
sont ajoutés a différentes concentrations ; 1; 5 et 10 uM). Apreés six heures d’incubat
a 37°C, les modifications morphologiques des oceflukt la formation de microtubes (
capillaires) sont observées souscroscope inversé et photographiées avec un sy:s
Moticam®.

ETUDE DU POUVOIR INVASIF

PRINCIPE DU TEST: L'étude du pouvoir invasif a été réalisée en aiiis des

chambres de culture compartimentées. Ces chambmésa@nstituées d’inserts formés d’L
membrane en polyéthylene de 8 uM de porosité etukests par une fine couche
Matrigel®. Le Matrigel®est une membrane basale reconstiin vitro permettant d’obstrue

les pores de la membrane et d’empécher les celhde-invasives de migrer. Les cellul
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dites invasives sont, quant a elles, attiréesgmafdcteurs de croissance (VEGF) et migrent au

travers de la membrane de l'insert.

Insert »
Milieu de culture

- [ Face +HUVEC -
supérieure -r \+/- inhibiteur / ; \ Face
J / I g | e - inférieure
Face I I ‘ »w colorée

Inférieure
-

.:*.};,'
W e L 5""&’

S

Milieu de culture
L

_ +VEGF
Puits +/- inhibiteur
— :

-
»
-

- =

Au contact de I'inhibiteur, les cellules perdenirleapacité a migrer, ce qui se traduit

par une diminution des cellules colorées présemsignia face inférieure de l'insert.

PROTOCOLE : L’étude du pouvoir invasif est réalisée avec desntbres de culture

compartimentées de 6,4 mm de diametre (BD Bioda$. puits comportent le milieu de
culture supplémenté avec 20 ng/mL de VEGF ; eingsrts sont ensemencées avec le milieu
de culture (sans facteurs de croissance) et ladeseHUVEC (10 000 cellules par puits). Les
inhibiteurs sont insérés a difféerentes concentnati@®,01 ; 0,1 et 1 uM) dans l'insert et dans
le puits. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C,d&scde cellules sur la face supérieure est
éliminé par grattage. Les cellules de la face iefge sont fixées avec du méthanol et
colorées avec du cristal violet a 0,05%. Le nondareellules est alors quantifié par comptage
manuel et photographié avec un systéeme Moticam®.pbercentage de cellules ayant

migrées est exprimé en fonction des puits de clenfsans inhibiteur).
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Le test de dénaturation thermique de I'ADN, I'étudie I'absorption UV-visible et
I'étude du dichroisme circulaire ont été réalisésain de I'Institut de la Recherche Contre le
Cancer de Lille, sous la tutelle de Madame Bridgdiéédeyrou.

TEST DE DENATURATION THERMIQUE DE L’ADN

Il est établi que l'interaction de substances d\&DN (par intercalation ou liaison a
I'un des sillons de ’'ADN) entraine une stabilisatide la double hélice d’ADN vis-a-vis de la
dénaturation thermique. Ainsi, la différence enlae température de fusion de I'ADN
complexé au ligand et celle de 'ADN setiln (melting temperature), caractérise le pouvoir

de stabilisation du ligand étudié.

ATm= Tm(complexe ligand-ADN)~ m (ADN seul)

Par ailleurs, les valeurs d€I'm obtenues sur des ADN de compositions variables
permettent d’estimer le degré de sélectivité dardy Le test de dénaturation thermique
consiste a enregistrer des variations des propridl@bsorbance reflétant un changement
conformationnel de la molécule d’ADN. En effet,ugmentation de température induit un
désappariement des bases de I'ADN et une hyperdtiténde la molécule. Pour cela, la
densité optique (DO) a 260 nm, d’'une solution d’ABNumise a une augmentation de
température progressive de 20 a 100°C (augmentd&d °C/min), est mesurée toutes les 60
secondes. Les courbes de dénaturation thermiquEA@dN sont enregistrées avec un
spectrophotometre Uvikon XL (logiciel Lab Power Jepuplé a un ThermoSystem
(technologie Peltier piloté a I'aide du thermosysteontrol). La température de fusion d’un
fragment d’ADN {Tm) correspond a la température a laguelle 50% deN/Ae retrouve sous
forme dénaturée et 50% sous forme double brin.r Raque série de mesure, 10
échantillons et 2 références sont déposés dansugles en quartz (10 mm). Les analyses sont
réalisées dans un tampon BPE (6 mMHRO,, 2 mM NaHPQO,, 1 mM EDTA, pH 7). La
concentration expérimentale en ctADN est fixéelpdoi de Beer-Lambert et la concentration
en ligand est fixée pour un ratio (R) ligand/ADNH&0uM ligand / 20uM ctADN ; R=1).

A = absorbance ou densité optique
A=exCxl € = absorptivité molaire (L.mol-1.cm-1)

C = concentration molaire de la solution (mdj.L

| = longueur du trajet optique dans la solution)cm
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ETUDE DE L’ABSORPTION UV-VISIBLE

Les spectres d'absorption sont réalisés en utilisarspectrophotometre Uvikon XL
couplé & un ThermoSystem. Les composés sont msokeion (20uM) dans 1 mL de
tampon BPE (6 mM N&PQO,, 2 mM NabBPQ,, 1 mM EDTA, pH 7) avant d’étre scannés de
300 nm a 420 nm a température ambiante (20° C) dasscuves en quartz (10 mm).
Plusieurs scans ont ensuite étaient réalisés apasde volumes constants d'une solution de
ctDNA concentré (5 mM). La concentration en ADNigate 0 a 250 pM.

ETUDE DU DICHROISME CIRCULAIRE

Les spectres de dichroisme circulaire sont réaéségtilisant le spectrometre Jasco J-
810 couplé a un ordinateur. Les composés sontmsslation (5QuM) dans 1 mL de tampon
cacodylate (ImM, pH = 7) avant d’étre scannés der8gd a 420 nm a température ambiante
(20° C) dans des cuves en quartz (10 mm). Un deexigcan est réalisé apres addition de 40
pnL de ctADN concentré (5 mM). Pour chague mesurgtrg scans sont accumulés et

automatiguement moyennés.
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ETUDE DE FLUORESCENCE

L'étude de la fluorescence a été réalisée au seinlad Faculté des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques de Lille, sous fallaidu Docteur Nadége Schifano et du

Professeur Jean-Frangois Goossens.

Les valeurs de fluorescence ont été enregistréamsm@érature ambiante en utilisant un
fluorométre SPEX Fluorolog. Les composés a testentrant de faibles fluorescences
intraséques, les études ont été réalisées parcaéépdat du bromure d’éthidium de 'ADN. La
longueur d’excitation est fixée a 546 nm et I'énuasde fluorescence est suivie entre 520 et
650 nm. Une solution contenant le complexe brondiétnidium/ADN (1,26 uM/1 uM) dans
un tampon BPE est tout d’'abord scannée seule. Diesnes constants de composés sont
ensuite ajoutés pour obtenir une gamme de con¢emsaen composé de 0,1 a 32 uM et les
différents spectres obtenus sont superposés. Uesrsade titration de fluorescence sont
converties en constantes apparentes en utiliséogilgel de conversion PRISM 3.0., selon la

formule :

Kapp= (1,26/Go) KeigiumaVec Kenigium= 10 M™
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CHEMICAL METHODS

GENERAL CHEMISTRY

Macherey Nagel Polygram sil G/UV254 commercial gdatvere used for analytical
TLC as well as UV light and/or with iodine or nilyak to follow the course of the

reaction.

Chromatography was performed with silica gel Maeledagel Si (Si 60, 0,04-0,063

mm, 230-240 mesh) at atmospheric pressure.

Melting points (Mp, °C) were determined with a BUCSIMP 20 capillary melting

point apparatus and are uncorrected.

The structure of each compound was confirmed by:

IR (Bruker FT-IR spectrometer “alpha”),

'H and °C NMR (300 MHz, Bruker AC300P spectrometer). Thecim were
performed in the LaRMN (Laboratoire d'Applicatiore dcRésonance Magnétique
Nucléaire, Lille). Chemicals shift) are reported in parts per million (ppm) down
field from TMS (trimethylsilane)J values are in hertz, and the splitting patterres ar

abbreviated as follows: s, singlet; d, doubletiplet; g, quartet; m, multiplet.

The purity of the compounds was performed in theM&Ulaboratory (Centre

Universitaire de Mesures et d'Analyses, Lille) aras tested by:

HPLC separation followed by APC(atmospheric pressure chemical ionization) mass
spectral detection on an LC-MS system, Thermo Bie&urveyor MSQ, and was >
95%,

HRMS experiments were performed on Q Exactive BenrhC-MS/MS (Thermo

Scientific).
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SYNTHESIS OF ANILINO DERIVATIVES

General procedure for (aminophenyl)carbamic acid ders (63-65

_° NiR, H,

H
O,N” : :x H,N x ©

rt

Protocol: To a solution of corresponding commer@ata-nitrophenyl isocyanate (1 g) in 50

mL of a mixture of alcohol (MeOH or EtOH) and dictdmethane (5 : 5), was added Rdhey
nickel. After 18 h at room temperature in hydrogemosphere, the mixture was filtered on
celite. The solvant was removed under reduced pressnd the residue was purified by FC
(CH.CIy/AcOEt, 9:1).

N-(4-aminophenyl)carbamic acid methyl este(63)

PP NiR, H, H
Z N

N CH,Cl, / MeOH /©/ \H/O\
O,N” : :CI rt H,N ©

63

Beige solid (50%)
CgH10N20:
MW = 166.18 g.mot
Mp: 81-83°C
IR (cm™): 3385 (NH), 1711 (C=0), 1265 (NH)

'H NMR (DMSO-d6): ¢ ppm 3.60 (s3H, OCHy), 4.70 (s2H, NH,), 6.50 (d,2H, J = 8.2 Hz,
2 ArH), 7.00 (d2H, J = 8.2 Hz, 2 ArH), 9.00 (<H, NH)

LC-MS (APCI): calcd for GH1gN2O», m/z: 167 [(M + HJ]

N-(3-methyl-4-aminophenyl)carbamic acid ethyl este(64)

A NiR, H,

H
N CH,Cl, / EtOH N\”/O\/
LX WAL
O,N H.N

rt
64

Brown solid (99%)
C10H14N20>
MW = 194.23y.mol*
Mp: 90-92°C
IR (cm™): 3382 (NH), 1710 (C=0), 1265 (NH)
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IH NMR (DMSO-d6): § ppm 1.22 (t3H, J = 7.3 Hz, CH), 2.19 (s3H, CHy), 4.11 (q.2H, J
= 7.3 Hz, CH), 5.33 (s2H, NHy), 7.12 (m,2H, 2 ArH), 7.45 (d.1H, J = 9.0 Hz, ArH), 8.97
(s,1H, NH)

LC-MS (APCI): calcd for GoH1aN2O,, m/z: 195 [(M + HJ]

N-(3-chloro-4-aminophenyl)carbamic acid ethyl este(65)

_0 NiR, H, H
=
/@[N CH,Cl, / EtOH @iN\”/O\/
= o}
02N Cl rt H2N Cl
65

Beige solid (84%)
CoH11CINLO;
MW = 214.653.mol*
Mp: 109-111°C
IR (cm™): 3385 (NH), 1711 (C=0), 1264 (NH)

'H NMR (DMSO-d6): 5 ppm 1.28 (t3H, J = 7.3 Hz, CH), 4.05 (q,2H, J = 7.3 Hz, CH),
5.30 (s,2H, NH,), 6.46 (dd,1H, J = 2.3 and 8.7 Hz, ArH), 6.61 (dH, J = 2.3 Hz, ArH),
6.97 (d,1H, J = 8.7 Hz, ArH), 8.52 (sLH, NH)

LC-MS (APCTI): calcd for GH11CIN,O,, m/z: 215 [(M + Hj for *CI] and 217 [(M + Hjfor
37
cl.

N-(4-aminophenyl)N’-(3-bromophenyl)urea(66)

NH, SN Br CHCly NN Br

o s ISR AP
HN rt HoN ©
66

White solid (91%)
Ci3H1:BrNsO
MW = 306.16 g.mot

Protocol: To a solution opara-phenylenediamine (0.5 g, 4.6 mmol) in 20 mL of Qkl@as
added dropwise a solution of 3-bromophenylisocyari@t63 mL, 5.06 mmol) in CHe(20
mL). The mixture was stirred for 2 h and the praatpd was collected by filtration.

Mp: 220-222°C
IR (cm™): 3287 (NH), 3286 (Nb), 1627 (C=0)
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'H NMR (DMSO-d6): 5 ppm 4.80 (s2H, NH,), 6.49 (d,2H, J = 6.8 Hz, 2 ArH), 7.05 (RH,
J = 6.8 Hz, 2 ArH), 7.08 (m3H, 3 ArH), 7.82 (m.1H, ArH), 8.20 (s,1H, NH), 8.68 (s1H,
NH)

LC-MS (APCI"): calcd for GaH1-BrNsO, m/z: 306 [(M + Hjfor “°Br] and 308 [(M + Hjfor
81,
Br].
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SYNTHESIS OF ARYLOXY DERIVATIVES

General procedure for urea derivatives (15-17)

H H
NH, pyrldme NTN Br
o U oy
HO X HO X

Protocol: To a stirred solution of aminophenol derivativésef]) in pyridine was added 3-
bromophenyl isocyanate (1 eq). After 1 h at roomgerature under inert atmosphere, the
solvent was removed under reduced pressure. Thdueesvas washed by GBI, and
recrystallized.

N-(3-Bromophenyl)-N’-(4-hydroxyphenyl}urea (15)

H H
NH, CN pyrldme N\n/N Br
[ j . \@/ i
HO HO
15

White solid (71%)
C13HllBrN202
MW = 307.14 g.mot

Crystallization from acetonitrile gave puté.

Mp: 227-229°C
IR (cm™Y): 3301 (OH), 1635 (C=0)

'H NMR (DMSO-d): 6 (ppm) 6.68 (M2H, ArH), 7.08-7.30 (m5H, ArH), 7.82 (m,1H,
ArH), 8.38 (s,1H, NH), 8.71 (s,1H, NH), 9.10 (s1H, OH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH11BrN,O, 307 [(M + H) for "°Br], 309 [(M + H) for
81,
Br]

N-(3-Bromophenyl)-N’-(3-methyl-4-hydroxyphenyliurea (16)

H H
NH, Cs N pyrldme N\H/N\©/ Br
[ I /E ;[ o
HO HO 16

Beige solid (89%)
C14H13BrN2O;
MW = 321.17 g.mot

Crystallization from acetonitrile gave puté.

Mp: 204-206°C
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IR (cm™): 3288 (OH), 1635 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 2.15 (s3H, CHs), 6.55 (dd,1H, J = 2.7 Hz and) = 9.0 Hz,
ArH), 6.61 (d,1H, J = 2.7 Hz, ArH), 7.08-7.33 (ndH, ArH), 7.75 (s,1H, NH), 7.89 (m/1H,
ArH), 8.95 (s,1H, NH), 9.12 (s1H, OH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for G4H13BrN,O, 321 [(M + HY for *Br], 323 [(M + H) for
81
Br]

N-(3-Bromophenyl)-N’-(3-chloro-4-hydroxyphenylilurea (17)

Cl

Ose H H
NH, SN Br  pyridine N\n/N Br
oy T JOET
HO 't HO cl
17

Beige solid (61%)
C]_gH]_oBI'C'NzOz
MW = 341.59 g.mot
Crystallization from acetonitrile gave puté.

Mp: 178-180°C
IR (cmb): 3283 (OH), 1643 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 6.72 (dd1H, J = 2.4 Hz and) = 9.1 Hz, ArH), 6.84 (d1H, J
= 2.4 Hz, ArH), 7.09-7.32 (n8H, ArH), 7.77 (m,2H, ArH), 8.07 (s.1H, NH), 9.34 (s1H,
NH), 9.64 (s1H, OH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GaH1oBrCIN,O, 340 [(M + HY for **Cl /*Br], 342 [(M +
H)* for *CI /#'Br], 342 [(M + H)' for *'CI /"°Br], 344 [(M + H)" for *'CI /*'Br]
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SYNTHESIS OF 7-AMINOALKOXYQUINAZOLINES

Methyl 3,4-dihydroxybenzoate (18)

SoCl, 0

j©)J\ MeOH HO ?
HO

reflux
18

White solid (91%)
CgHgOs
MW = 168.15 g.mot

Protocol: To a solution of 3,4-dihydroxybenzoic acid (3009195 mmol) in methanol (310
mL), was added thionyl chloride (43 mL, 0.585 mmalhile maintaining the temperature at
0°C. After 3 h at reflux, the solvant was removedier reduced pressure and the residue was
washed with petroleum ether. Crystallization waluene gave pur&8 as white solid.

Mp: 130-132°C
IR (cmi®): 3450 and 3244 (OH), 1687 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 3.90 (s3H, OCH), 6.05 (s2H, 2 OH), 6.90 (d1H, J = 8.7
Hz, ArH), 7.55 (dd1H, J = 8.7 and 2.0 Hz, ArH), 7.64 (@H, J = 2.0 Hz, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GHgO4 169 [(M + H)']

Methyl 4-benzyloxy-3-hydroxybenzoate (19)

s

o K,CO; o

HOD)‘\? acetone HOD)J\?
HO reflux ©ﬂ (o)
18 19

White solid (67%)
C15H1404
MW = 258.27 g.mot

Protocol: To a solution of methyl 3,4-dihydroxybenzod&(10 g, 60 mmol) in acetone (400
mL), were added potassium carbonate (180 mmol)oamdyl bromide (8.79 mL, 72 mmol).
After 48 h at room temperature, the mixture waterfdd. The solvant was removed under
reduced pressure and the residue dissolved in water precipitated was collected by
filtration, washed with KO and petroleum ether. Cristallization with diisopyl ether gave
purel9 as white solid (67%).
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Mp: 127-129°C
IR (cm%): 3391 (OH), 1693 (C=0),

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 3.89 (s3H, OCH), 5.19 (s2H, CHy), 5.80 (s1H, OH), 6.92
(d,1H, J = 8.1 Hz, ArH), 7.26-7.46 (n§H, ArH), 7.58-7.67 (m2H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH1404 259 [(M + H)]

Methyl 4-benzyloxy-3-butoxybenzoate (20)

S~
o K,CO;

Hoj@)‘\? acetone L ﬂ
(0] reflux
19

White solid (87%)
C10H2204
MW = 314.38 g.mot

Protocol: To a solution of methyl 4-benzyloxy-3-hydroxybeae 19 (5 g, 19 mmol) in
acetone (200 mL), were added potassium carbonai@l(f, 97 mmol) and butyl iodide (1.41
mL, 23 mmol). After 16 h at reflux, the mixture wigered. The solvant was removed under
reduced pressure and the residue dissolved inlgetnoether. The precipitated was collected
by filtration. Cristallization with ethanol gave @20 as white solid.

Mp: 55-57°C
IR (cm™): 1716 (C=0)

IH NMR (DMSO-de): d (ppm) 1.01 (t3H, J = 7.2 Hz, CH), 1.40-1.60 (m2H, CHy), 1.75-
1.90 (M,2H, CHy), 3.89 (s3H, OCHy), 4.11 (t,2H, J = 6.8 Hz, CH), 5.15 (s2H, CH,), 6.85
(d, 1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.30-7.50 (n&H, ArH), 7.58-7.70 (m2H, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GoH2004 315 [(M + H)]

Methyl 3-butoxy-4-hydroxybenzoate (21)

\k/ Pd/C, H, L o
|
HO
21

White solid (85%)
C12H1604
MW = 224.25 g.mot
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Protocol: To a solution of methyl 4-benzyloxy-3-butoxybeat#?20 (5 g, 16 mmol) in
methanol (100 mL), was added palladium on carborg,(120%). After 18 h at room
temperature in hydrogen atmosphere, the mixturefitased and the solvant was removed
under reduced pressure. Cristallization with cyel@ne/diisopropyl ether gave pw2é as
white solid.

Mp: 61-63°C
IR (cmi®): 3409 (OH), 1701 (C=0)

IH NMR (DMSO<ds): § (ppm) 0.99 (t3H, J = 7.3 Hz, CH), 1.50 (m,2H, CHy), 1.82 (m,
2H, CH,), 3.88 (s3H, OCHp), 4.10 (t.2H, J = 6.8 Hz, CH), 5.70 (s1H, OH), 6.93 (d1H, J
= 8.3 Hz, ArH), 7.54 (sLH, ArH), 7.62 (m,1H, ArH)

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GoH1604 225 [(M + H)]

General procedure for aminoalkoxy derivatives (22-8)

o R'-Cl, K,CO;3, 0
R/Oﬂo acetone R o
I ” R |
HO "o

reflux

Protocol: To a solution of methyl vanillate (1 eq) or compd 21 (1 eq) in acetone (100
mL), were added the appropriate chloroalkane (f)5aed potassium carbonate (5 eq). After
5 h at reflux, the mixture was cooled to room terapge and filtered. The solvant was
removed under reduced pressure.

Methyl 3-butoxy-4-diethylaminoethoxybenzoate hydrohloride (22)

\ HCI

\/N\/\Cl

L K,CO;,
D)J\ acetone Hol D)L
N N\/\o

reflux

White solid (92%)
C18H290NO4.HCI
MW = 359.89 g.mot
Crystallization from toluene gave pw2a.

Mp: 116-118°C
IR (cmh): 2457 (NH), 1719 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 0.98 (t3H, J = 7.1 Hz, CH), 1.35-1.55 (m8H, 2 CH; +
CH,), 1.67-1.80 (M2H, CHp), 3.25 (m,4H, 2 CHb), 3.50 (m,2H, CHy), 3.89 (s3H, OCHy),
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3.98-4.10 (M2H, CHy), 4.50 (t,2H, J = 4.6 Hz, CH), 7.68 (d,1H, J = 8.6 Hz, ArH), 7.50 (d,
1H, J = 2.0 Hz, ArH), 7.58 (ddLH, J = 2.0 and 8.6 Hz, ArH), 12.30 (s, 1H, QH

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgH29NO4324 [(M + H)']

Methyl 3-methoxy-4-diethylaminoethoxybenzoate hydrohloride (23)

™~ .HCI

\/N\/\C|

o K,CO;, o
/OD)LO acetone HCl \ 0 o
I > |
HO SN

reflux
23

White solid (76%)
C15H23NO4.HCI
MW = 317.81 g.mot
Crystallization from toluene gave pu28.

Mp: 90-92°C
IR (cm™): 2466 (NH), 1710 (C=0)

IH NMR (DMSO-dg): & (ppm) 1.25 (t6H, J = 7.1 Hz , 2 Ch), 3.21 (q,4H, J = 7.1 Hz, 2
CH,), 3.51 (t,2H, J = 4.6 Hz, CH), 3.81 (s3H, CHy), 3.84 (s,3H, OCH), 4.47 (t,2H, J =
4.6 Hz, CH), 7.15 (d,1H, J = 8.7 Hz, ArH), 7.47 (d1H, J = 2.0 Hz, ArH), 7.62 (ddlH, J =
2.0 and 8.7 Hz, ArH), 12.18 (8H, NH")

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GsH23NO4 282 [(M + H)]

Methyl 3-methoxy-4-piperidinoethoxybenzoate (24)
.HCI
G\l\/\c|

Q K,CO;, Q
/OD)J\O acetone O o
I > I
HO N0

reflux
24

Brown oil (95%)
C16H23NO4
MW = 293.36 g.mot

The residue was dissolved in a 10 % solution g£®;. The aqueous solution was extracted
with EtOAc, dried over MgS©and the solvent was removed under reduced pressyige
24 as brown oil.

IR (cm™): 2933 (piperidine), 1713 (C=0)
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IH NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.40-1.47 (m2H, CHy), 1.57-1.65 (M4H, 2 CHp), 2.51-2.54
(M, 4H, 2 CHp), 2.84 (t,2H, J = 6.2 Hz, CH), 3.90 (s3H, CHy), 3.91 (s3H, CHy), 4.21 (1,
2H, J= 6.2 Hz, CH), 6.90 (d,1H, J = 8.1 Hz, ArH), 7.54 (d1H, J = 1.8 Hz, ArH), 7.66 (dd,
1H,J=8.1and 1.8 Hz, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GeH2aNO,4 294 [(M + H)]

Methyl 3-methoxy-4-pyrrolidinoethoxybenzoate (25)
C HCl
N~

Q K,CO;, Q
/OD*O acetone 0 o
 ——— (] |
HO N0

reflux
25

Brown oil (89%)
C1sH21NO4
MW = 279.33 g.mot

The residue was dissolved in a 10% solution gE€®;. The aqueous solution was extracted
with EtOAc, dried over MgS®and the solvent was removed under reduced pretsgige

25 as brown oil.

IR (cm™): 2950 (pyrrolidine), 1711 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.81 (m4H, 2 CH), 2.64 (MA4H, 2 CHy), 2.99 (t,2H, J=6.0
Hz, CH), 3.89 (s3H, CHg), 3.91 (s,3H, CHs), 4.21 (t,2H, J = 6.0 Hz, CH), 6.90 (d,1H, J

= 8.4 Hz, ArH), 7.54 (d1H, J = 1.8 Hz, ArH), 7.65 (ddlH, J = 8.4 and 1.8 Hz, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH21NO4 280 [(M + H)]

Methyl 3-methoxy-4-piperidinopropoxybenzoate (26)

.HCI

Ol/\/\m

0 K,CO;, 0
/OD)LO acetone /OD)J\O
I > |
HO
Brown oil (94%)

reflux O/\/\O
26
C17H25N Oy

MW = 307.38 g.mot
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The residue was dissolved in a 10% solution gC®;. The aqueous solution was extracted
with EtOAc, dried over MgS©and the solvent was removed under reduced pressyige
26 as brown oil.

IR (cm™): 2935 (piperidine), 1709 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.37-1.48 (M2H, CHy), 1.51-1.60 (m4H, 2 CH), 2.03 (m,
2H, CHp), 2.37-2.41 (m4H, 2 CH), 2.46 (t,2H, J = 7.4 Hz, CH), 3.88 (s3H, CH), 3.90 (s,
3H, CHy), 4.12 (t,2H, J = 7.0 Hz, CH), 6.90 (d,1H, J = 8.4 Hz, ArH), 7.53 (d1H, J= 1.9
Hz, ArH), 7.63 (dd1H, J = 8.5 and 2.0 Hz, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for G;H2sNO,4 308 [(M + H)]

General procedure for nitro derivatives (27-31)

0 HNO; SnCl, 0
R -
"o 700, rt RSo NO,

Protocol: To a stirred mixture of aminoalkoxy derivativé2{26 (1 eq) in dichloromethane
(100 mL), a mixture of nitric acid (3 eq) and tietrachloride (3 eq) diluted in 20 mL of
dichloromethane was slowly added, while maintainiihg temperature at -70°C. After the
addition, the mixture was stirred for an additioAah at room temperature. The mixture was
neutralized by 10% ¥COs; solution and then the aqueous solution was exedaetith
dichloromethane, dried over Ca@ind the solvent was removed under reduced pressure

Methyl 2-nitro-4-diethylaminoethoxy-5-butoxybenzoat hydrochloride (27)

O HNO; SnCl, L 0
jg* W L
\/N\/\O 2700, rt \/N\/\o - NO,
White solid (67%)
Ci18H28N206.HCI

MW = 404.89 g.mot
Mp: 116-118°C
IR (cmb): 2454 (NH), 1694 (C=0), 1531 (N£

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 0.90 (t3H, J = 7.6 Hz, CH), 1.40-1.50 (m8H, 2 CH; +
CH,), 1.70-1.85 (M2H, CHy), 3.20-3.40 (M4H, 2 CH), 3.45-3.60 (M2H, CHy), 3.75 (s,
3H, OCHb), 4.00 (t,2H, J = 6.6 Hz, CH), 4.58-4.68 (M2H, CHp), 7.20 (s.1H, ArH), 7.50 (s,
1H, ArH), 12.45 (s1H, NH")
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LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GgH2gN20s 369 [(M + H)']

Methyl 2-nitro-4-diethylaminoethoxy-5-methoxybenzo&e hydrochloride (28)

o HNO; SnCl, o
o CH,CI O
HCl \N g ﬂ? 2 HCl \N ?
N \/\O -70°, rt ~~ \/\O NO,
23 28
Yellow solid (88%)
C15H22N206.HCI

MW = 362.81 g.mot

Mp: 128-131°C
IR (cm®): 2465 (NH), 1711 (C=0), 1510 (N§)

IH NMR (DMSO<d): § (ppm) 1.10 (t6H, J = 7.2 Hz, 2 CH), 2,65 (q,4H, J = 7.2 Hz, 2
CH,), 2.97 (t,2H, J = 4.6 Hz, CH), 3.89 (s3H, OCHs), 3.94 (s3H, OCHy), 4.19 (t,2H, J =
4.6 Hz, CH), 7.05 (s1H, ArH), 7.52 (s1H, ArH), 11.88 (s1H, NH")

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GsH2oN-Og 327 [(M + H)']

Methyl 2-nitro-4-piperidinoethoxy-5-methoxybenzoate(29)

HNO3 SnC]4

(0] O
O Ty ey J@fﬁ
N\/\O \/\O
24

-70°, rt

Yellow oil (58%)
C16H22N205
MW =338.36 g.mot
IR (cm™): 2485 (piperidine), 1730 (C=0), 1522 (NO

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.45 (M2H, CHy), 1.62-1.69 (M4H, 2 CH), 2.55-2.59 (m,
4H, 2 CHb), 2.85 (t,2H, J = 9.0 Hz, CH), 3.90 (s,3H, OCHp), 3.94 (s,3H, OCHp), 4.24 (t,
2H, J = 9.0 Hz, CH), 7.07 (s1H, ArH), 7.52 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GgH2oNoOg 339 [(M + H)']
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Methyl 2-nitro-4-pyrrolidinoethoxy-5-methoxybenzoate (30)

HNO; SnCly o
|
\/\O N\/\O N02
30

-70°, rt

Yellow oil (24%)
C15H20N206
MW =324.33 g.mot

IR (cm™): 2470 (pyrrolidine), 1709 (C=0), 1531 (MO

'H NMR (DMSO-dg): J (ppm) 3.34 (MAH, 2 CH), 3.45-3.47 (m2H, CHy), 3.58-3.77 (m,
4H, 2 CHb), 3.84 (s3H, CHs), 3.96 (s3H, OCHp), 4.53 (t,2H, J = 5.7 Hz, CH), 7.39 (s1H,
ArH), 7.78 (s,1H, ArH).

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH20N20s 325 [(M + H)']

Methyl 2-nitro-4-piperidinopropoxy-5-methoxybenzoaie (31)

0o HNO;, SnCl, o
/Oﬂo CH,Cl, /O:CEA\O
[ [
N0 700, rt N >0 NO,
26 31

Yellow oil (78%)
C17H24N20s
MW =352.38 g.mot

IR (cm™): 2435 (piperidine), 1731 (C=0), 1520 (NO

'H NMR (DMSO-d): § (ppm) 1.38-1.49 (m2H, CHy), 1.54-1.65 (m4H, 2 CH), 2.05 (m,
2H, CHy), 2.37-2.45 (m4H, 2 CH,), 2.49 (t,2H, J = 7.3 Hz, CH), 3.90 (s,3H, OCH;), 3.90
(s,3H, OCH), 4.16 (t,2H, J = 7.3 Hz, CH), 7.07 (s1H, ArH), 7.48 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for G7H24N206 353 [(M + H)']
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General procedure for methyl-2-amino-benzoate deriatives (32-36)

H,, Raney Ni o

(0]
R/Ojcfk? CH,,Cl,/MeOH R/ojcfk?
R' !
~o NO, R'o NH,

rt

Protocol: To a solution of nitro derivatives (27-31) in 160 of a mixture of methanol and
dichloromethane (5 : 5), was added Raney nickekrAf8 h at room temperature in hydrogen
atmosphere, the mixture was filtered. The solvaat wemoved under reduced pressure and
the residue was purified by FC (gE,/MeOH, 9:1).

Methyl 2-amino-4-diethylaminoethoxy-5-butoxybenzoat (32)

0 H, Raney Ni
ﬁ CH2C12/M€0H :@\)‘\
~_ N ~ 0 ~o N ~ 0

Brown oil (79%)
C18H30N204
MW =338.44 g.mot
IR (cmiY): 3385 (NH), 1685 (C=0)

IH NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 0.91 (t3H, J = 7.2 Hz, CH), 1.01 (t,6H, J = 7.2 Hz, 2 CH),
1.40-1.55 (M2H, CHy), 1.68-1.80 (M2H, CHy), 2.58-2.68 (m4H, 2 CH), 2.88 (t,2H, J =
6.3 Hz, CH), 3.85 (s,3H, OCHy), 3.88 (,2H, J = 6.6 Hz, CH), 4.00 (t,2H, J = 6.6 Hz,
CH,), 5.50 (s2H, NH,), 6.10 (s1H, ArH), 7.30 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgHzgN2O4 339 [(M + H)]

Methyl 2-amino-4-diethylaminoethoxy-5-methoxybenzoi (33)

o H,, Raney Ni o
N /Oj@fLo CHC/MeOH  ~, /oj(\:ﬁko
[ |
SoNeo NO, rt SN NH,
28 33

Brown oil (66%)
C15H24N204
MW =296.36 g.mot
Mp > 250 °C
IR (cm%): 3385 (NH), 1703 (C=0)
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IH NMR (DMSO-d): § (ppm) 1.25 (t6H, J = 7.1 Hz, 2 CH), 3.22 (q,4H, J = 7.1 Hz, 2
CHy), 3.43 (t,2H, J = 4.6 Hz, CH), 3.92 (s3H, OCH), 3.94 (s3H, OCH), 4.32 (t,2H, J =
4.6 Hz, CH), 6.45 (s1H, ArH), 6.54 (s2H, NH,), 7.19 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GsH2aN2O4 297 [(M + H)']

Methyl 2-amino-4-piperidinoethoxy-5-methoxybenzoatg34)

0 H,, Raney Ni 0
Oy e, J@ﬁ*
I |
N
~"o NO, N0 NH,
29

Brown oil (79%)
C16H24N204
MW =308.37 g.mot

IR (cml): 3442 (NH), 1663 (C=0)

IH NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.33-1.40 (M2H, CHp), 1.42-1.52 (M4H, 2 Chb), 2.37-2.45
(M, 4H, 2 CHb), 2.65 (t,2H, J = 6.0 Hz, CH), 3.63 (s3H, OCH), 3.74 (s3H, OCHy), 4.01
(t, 2H, J = 6.0 Hz, CH), 6.37 (s2H, NH,), 6.40 (s1H, ArH), 7.12 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GeH24N204 309 [(M + H)']

Methyl 2-amino-4-pyrrolidinoethoxy-5-methoxybenzoaée (35)

H,, Raney Ni
G J@ﬁ = G J@ﬁ
N0 N0 NH,

Brown oil (51%)
C15H22N204
MW =294.35 g.mot

IR (cniY): 3534 (NH), 1684 (C=0)

'H NMR (DMSO<): J (ppm) 1.79-2.05 (M4H, 2 CHp), 2.99-3.24 (m4H, 2 CHp), 3.57 (t,
2H, J = 5.5 Hz, CH), 3.66 (s3H, OCH), 3.74 (s3H, OCH), 4.32 (t,2H, J = 5.1 Hz, CH),
6.41 (s,1H, ArH), 6.46 (s2H, NH,), 7.17 (S1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH2oN204 295 [(M + H)']
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Methyl 2-amino-4-piperidinopropoxy-5-methoxybenzoa¢ (36)

0 H,, Raney Ni

(0]

| |

O\l SN0 NO, rt N0 NH,
31 36

Yellow oil (41%)
C17H26N204
MW =322.40 g.mot
IR (cmY): 3424 (NH), 1678 (C=0)

IH NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.35-1.83 (M6H, 3 CHp), 2.15-2.24 (m2H, CHp), 2.71-3.19
(M, 4H, 2 CH), 3.35 (M,2H, CHy), 3.67 (s3H, OCHp), 3.75 (s3H, OCHp), 4.01 (t,2H, J =
5.8 Hz, CH), 6.39 (s1H, ArH), 6.46 (s2H, NH,), 7.14 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GH26N204 323 [(M + H)']

General procedure for quinazolin-4-one derivative$37-41)

HCONH,

(6] (6]
R,o: :: )k? HCOONH, .0 NH
Rg N, R, )

reflux

Protocol: To a solution of methyl-2-amino-benzoate derwedi 32-36) (1 eq) in formamide
was added ammonium formate (3 eq). The reactionungxvas stirred for 24 h under reflux
conditions. The reaction was quenched by water tAedmixture was alkalized by 10%
K2>CO; solution. The precipitated was collected by fiiba, washed with kD and dried in
vacuo.

6-Butoxy-7-diethylaminoethoxyquinazolin-4-one (37)

HCONH,

jij\)k _ HCOONH, ]CEL
~ N \/\O ~o N NN 0

reflux

Beige solid (60%)
C1gH27N303
MW =334.43 g.mot
Mp: 180-182°C
IR (cm™): 1689 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 0.95 (t3H, J = 7.2 Hz, CH), 1.06 (t,6H, J = 7.00 Hz, 2
CHa), 1.45-1.57 (m2H, CHy), 1.80-1.89 (M2H, CHy), 2.64 (q4H, J= 7.2 Hz, 2 CH), 2.96
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(t, 2H, J = 6.1 Hz, CH), 4.08 (t,2H, J = 6.5 Hz, CH), 4.17 (t,2H, J = 6.1 Hz, CH), 7.11 (s,
1H, ArH), 7.54 (s1H, ArH), 8.01 (s1H, ArH), 9.45 (s1H, NH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GgHo7/N303 334 [(M + H)]

6-Methoxy-7-diethylaminoethoxyquinazolin-4-one (38)

HCONH, 0
\ _0 (lj HCOONH, _O NH
— >
N
SN0 NH, reflux \/N\/\O )
33 38

Beige solid (68%)
C15H21N303
MW =291.35 g.mot
Mp: 178-180°C
IR (cm™): 1690 (C=0)

IH NMR (DMSO-ds): d (ppm) 1.05 (t6H, J = 7.2 Hz, 2 CH), 2.71 (q,4H, J = 7.2 Hz, 2
CH,), 3.02 (t,2H, J = 4.5 Hz, CH), 3.95 (s3H, OCHy), 4.22 (t,2H, J = 4.5 Hz, CH), 7.12
(s,1H, ArH), 7.52 (s1H, ArH), 8.01 (s1H, ArH), 12.21 (s1H, NH)

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GsH2:N305 292 [(M + H)']

6-Methoxy-7-piperidinoethoxyquinazolin-4-one (39)

o HCONH, o
/Oj@fLO _ HCOONH, _ NH
| e
N
~"0 NH, reflux N0
34

White solid (59%)
C16H21N303
MW =303.36 g.mot
Mp: 155-157°C
IR (cm™): 1650 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.33-1.45 (M2H, CHy), 1.46-1.55 (mdH, 2 CHb), 2.42-2.51
(M, 4H, 2 CHp), 2.72 (t,2H, J = 5.4 Hz, CH), 3.86 (s,3H, OCHp), 4.20 (t,2H, J = 5.3 Hz,
CHy), 7.15 (s1H, ArH), 7.44 (s1H, ArH), 7.94 (s1H, ArH), 7.98 (s1H, NH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GgH21N303 304 [(M + H)']
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6-Methoxy-7-pyrrolidinoethoxyquinazolin-4-one (40)

HCONH,

o
I;ﬁL _ HCOONH, C\ /ojdLNH
40

reflux

Beige solid (75%)
C15H19N303
MW =289.33 g.mot
Mp: 182-184°C
IR (cm™): 1658 (C=0)

IH NMR (DMSO-ds): d (ppm) 1.82-1.87 (M4H, 2 CHb), 2.70-2.79 (m4H, 2 CHy), 3.07 (&,
2H, J = 6.2 Hz, CH), 3.97 (s3H, OCHy), 4.31 (t,2H, J = 6.0 Hz, CH), 7.15 (s,.1H, ArH),
7.55 (s,1H, ArH), 8.00 (s1H, ArH), 8.01 (s1H, NH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GsHigNzO3 290 [(M + H)']

6-Methoxy-7-piperidinopropoxyquinazolin-4-one (41)

o HCONH, o

o o  HCOONH, /OJCELNH
O e Nle reflux Ol/\/\o N/)
36 41
Beige solid (75%)
C17H23N303

MW =317.38 g.mot
Mp: 172-174°C
IR (cm™): 1662 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.31-1.42 (M2H, CHy), 1.43-1.53 (m4H, 2 Chb), 1.91 (m,
2H, CHy), 2.33-2.36 (MdH, 2 CH), 2.37 (t,2H, J = 7,1 Hz, CH), 3.85 (s3H, OCHy), 4.11
(t, 2H, J= 7.1 Hz, CH), 7.04 (s1H, ArH), 7.42 (s1H, ArH), 7.96 (s1H, ArH), 8.00 (s.H,
NH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for G/H2aN305 318 [(M + H)']
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General procedure for 4-chloroquinazoline derivatives (42-46)

OH Cl
0 N POCI; o0 N
R ~o N/) reflux R ~0 N7

Protocol: A solution of quinazolin-4-one derivatives37t41) (1 eq) in phosphorus
oxychloride (20 eq) was refluxed for 6 h. After ®ral of the solvent, the residue was
dissolved in ice-water and the mixture was neweai by 10% KCO; solution. The
precipitate was collected by filtration and dissalvin CHCI, (100 mL). The organic layer
was washed with a 10%,R0O; solution, brine and dried over CaCand the solvent was
removed under reduced pressure.

4-Chloro-6-butoxy-7-diethylaminoethoxyquinazoline 42)

e o Lo

\/N\/\O ) reflux \/N\/\O
37 42

Beige solid (75%)
C18H26CIN3O;
MW =351.87 g.mot
Mp: 145-147°C
IR (cm™): 1086 (C-Cl)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 0.95-1,10 (m9H, 2 CH; + CH), 1.45-1,50 (m2H, CHp),
1.75-1,80 (M2H, CHy), 2.65 (q,4H, J = 7.2 Hz, 2 Ch), 2.92 (t,2H, J = 6.1 Hz, CH), 4.11
(t, 2H, J = 6.4 Hz, CH), 4.28 (t,2H, J = 6.1 Hz, CH), 7.38 (S1H, ArH), 7.42 (s1H, ArH),
8.82 (s,1H, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgHo¢CIN3O, 352 [(M + HY for *°Cl], 354 [(M + 2 + HY for
37
Cl]

4-Chloro-6-methoxy-7-diethylaminoethoxyquinazoling43)

OH Cl
e . POCI, e
- =
~Ne~o N/) reflux ~oN~o J
38 43

Beige solid (95%)
C15H20CIN3O;
MW =309.79 g.mot
Mp: 152-154°C
IR (cm™): 1086 (C-Cl)
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CHEMICAL METHODS

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.49 (t6H, J = 7.3 Hz, 2 CH), 3.19 (q,4H, J = 7.3 Hz, 2
CHy), 3.45 (t,2H, J = 4.5 Hz, CH), 4.04 (s,3H, OCH), 4.63 (t,2H, J = 4.5 Hz, CH), 7.45
(m, 2H, 2 ArH), 8.89 (s.1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsHooCIN3O, 310 [(M + H) for *°Cl], 312 [(M + 2 + HJ for
37,
Cl]

4-Chloro-6-methoxy-7-piperidinoethoxyquinazoline (4)

OH Cl
Oy —— O
\/\O reflux \/\O
Beige solid (71%)
ClGHZOCIN?,Oz
MW =321.80 g.mot
Mp: 132-134°C
IR (cm™): 1087 (C-Cl)
'H NMR (DMSO-ds):  (ppm) 1.44-1.50 (m2H, CH,), 1.59-1.67 (m4H, 2 CH), 2.55-2.58

(M, 4H, 2 CH), 2.93 (t,2H, J = 6.0 Hz, CH), 4.06 (s,3H, OCHy), 4.35 (t,2H, J = 6.0 Hz,
CH,), 7.35 (s1H, ArH), 7.39 (s1H, ArH), 8.87 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GeHooCIN3O, 322 [(M + HY for *°Cl], 324 [(M + 2 + HY for
37,
Cl]

4-Chloro-6-methoxy-7-pyrrolidinoethoxyquinazoline @5)

OH Cl
POCl3

~ N
C\ \/\O reflux C\ \/\O
40 45
Beige solid (49%)
C15H ]_8CIN302
MW =307.78 g.mot
Mp: 155-157°C
IR (cm™): 1090 (C-Cl)

'H NMR (DMSO-ds):  (ppm) 1.70 (m4H, 2 CHy), 2.51-2.57 (m4H, 2 CH), 2.90 (t,2H, J
= 6.0 Hz, CH), 4.00 (s3H, OCH), 4.32 (t,2H, J = 6.0 Hz, CH), 7.38 (s.1H, ArH), 7.47 (s,
1H, ArH), 8.87 (s1H, ArH)
LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH1gCIN3O, 308 [(M + H) for **Cl], 310 [(M + 2 + HJ for
37,

Cl]

199



CHEMICAL METHODS

4-Chloro-6-methoxy-7-piperidinopropoxyquinazoline @6)

OH Cl

e SN POCI, 0 SN

O/\/\O N/) reflux O /\/\O N/)
41 46

Beige solid (70%)
C17H22CIN3O,
MW =335.83 g.mot
Mp: 151-153°C
IR (cm™): 1086 (C-Cl)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.35-1.42 (M2H, CHy), 1.44-1.55 (mdH, 2 CH), 1.92 (m,
2H, CHy), 2.30-2.34 (MdH, 2 CH), 2.41 (t,2H, J = 6.3 Hz, CH), 4.00 (s3H, OCHs), 4.26
(t, 2H, J = 6.2 Hz, CH), 7.40 (s1H, ArH), 7.46 (s1H, ArH), 8.88 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for G/H2,CIN3O, 336 [(M + H) for *°Cl], 338 [(M + 2 + HJ for
37,
Cl]

General procedure for the obtention of 7-aminoalkoyquinazolines (1-14)

NN~ B
Iseacs N 0. e
(o) r
" LLE T
cl nBuyN'Br- o x ©

RD]@&” 2-butanone/20% NaOH 0 N
] —> ]
P el

100°C

Protocol: To a stirred solution of chloro derivativé2-46 (1 eq) and tetrabutylammonium

bromide in 10 mL of a mixture of 20% NaOH and 2anane (1 : 2) were added phenol (1
eq) 5-17. After 1 h at room temperature, the reaction gasnched by water, and then the
aqueous solution was extracted with EtOAc (3 x 10,nwvashed with a solution of NaOH

1N, and dried over MgSQOThe solvent was removed under reduced pressure.
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophényl)-
N’-{4-[(6-butoxy-7-diethylaminoethoxyquinazolin-4-yloxy]-phenyl}urea (1)

N N8
.
g O
HOO 5
nBuyN"Br’ J@/ \©/
j@\/k 2-butanone/20% NaOH L
\/N\/\O ) \/N\/\O )

100°C {

White solid (22%)
C31H36BrNsO4
MW =622.55 g.mot
Compoundl was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 187-189 °C
IR (cm™): 1650 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 0.98-1.05 (MOH, 3CH), 1.48-1.53 (M2H, CHy), 1.82-1.85
(M, 2H, CHp), 2.62-2.65 (MdH, 2CH), 2.90-2.95 (m2H, CH,), 4.10-4.30 (MAH, 2 CHp),
7.12 (m,1H, ArH), 7.25 (m,3H, 3 ArH), 7.40 (m2H, 2 ArH), 7.52 (m3H, 3 ArH), 7.91 (s,
1H, ArH), 8.52 (s1H, ArH), 8.88 (s,1H, NH), 8.99 (s1H, NH)

3C NMR (DMSO-<dg): d (ppm) 14.24, 19.01, 19.25, 31.22, 47.84, 51.099%8101.92,
108.02, 110.26, 117.32, 120.12, 120.35, 122.58,4723124.38, 124.62, 131.05, 131.27,
135.57, 143.59, 148.45, 149.85, 150.04, 152.70,2P5355.26, 165.47

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GiHzeBrNsO, 622 [(M+H)" for "*Br], 624 [(M+H)" for #'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GiH3eBrNsO4 622.2023 found 622.1999

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-methyl-4-[(6-butoxy-7-diethylaminoethoxyquinazdin-4-yl)oxy]-phenyllurea (2)

NoN_s
r
ooro
HO o H H
16
nBuyN*Br’ 0
2 butanone/20% NaOH

\/N\/\ ) \/N\/\ )
o “ 100°C o )

Beige solid (52%)
Cs2H38BrNsO4
MW =636.58 g.mot
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CHEMICAL METHODS

Compound was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 169-171°C
IR (cm™): 1699 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 0.98-1.05 (M9H, 3 CHy), 1.50 (m,2H, CHy), 1.75 (m,2H,
CH,), 2.36 (s3H, CHs), 2.63 (M/4H, 2 CH), 2.91 (m2H, CHy), 4.10-4.15 (mdH, 2 CH),
6.99-7.15 (M3H, 3 ArH), 7.15-7.38 (m3H, 3 ArH), 7.51 (s1H, ArH), 7.82 (m,1H, ArH),
7.91 (s,1H, ArH), 8.20 (s1H, NH), 8.52 (s1H, ArH), 9.48 (s1H, NH)

3C NMR (DMSO-«): § (ppm) 12.01, 14.19, 18.44, 19.22, 31.14, 47.758%068.67,
101.81, 107.78, 110.21, 117.16, 120.08, 120.56,2R22123.04, 124.01, 124.59, 130.49,
131.20, 135.07, 142.14, 148.09, 149.08, 149.98,685453.17, 155.42, 165.42

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GoH3gBrNsO, 636 [(M+H)" for “*Br], 638 [(M+H)" for #'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2) calcd for GoH3gBrNsO, 636.2179 found 636.2157

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{4-[(6-methoxy-7-diethylaminoethoxyquinazolin-4-yJoxy]-phenyl}urea (3)

NN 8
]
ISR a b
HO ° NoH
'5 fspave
cl nBuyN*Br’ o o

_0

\ _0 SN 2-butanone/20% NaOH \’

~N
o v 100°C o v
43 3
White solid (15%)
CogH30BrNsO4
MW =580.47 g.mot

Compound3 was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 144-146°C
IR (cm™): 1699 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.02 (MBH, CHs), 2.69 (M,4H, CHy), 2.98 (m,2H, CHp),
3.98 (s,3H, OCHs), 4.30 (M,2H, CH,), 7.11-7.62 (M9H, ArH), 7.88 (s,1H, ArH), 8.51 (s,
1H, ArH), 8.92 (s1H, NH), 9.00 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 12.31, 47.48, 51.42, 56.48, 97.74, 101.19,82, 110.07,

118.22, 121.85, 122.03, 122.28, 122.74, 123.27,5P23125.18, 131.27, 133.92, 142.02,
148.13, 149.32, 151.33, 152.41, 152.49, 156.01,3P65
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CHEMICAL METHODS

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgHzoBrNsO, 580 [(M + H) for "°Br], 582 [(M+H)" for 3'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GgHzoBrNsO4 580.1553 found 580.1514

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-methyl-4-[(6-methoxy-7-diethylaminoethoxyquinanlin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (4)

NN B
]
o
HO 0 H H
: fseqvs
cl nBuy,N*Br- o o

0] SN 2-butanone/20% NaOH _0 SN
e
N/) . ~_N._~ o N/)
100°C
43 4

-

\/N\/\O

White solid (28%)
CogH32BrNsO4
MW =594.50 g.mot
Compound was obtained by filtration from GE&l..

Mp: 128-130°C
IR (cm™): 1640 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 1.00 (MBH, 2 CHy), 2.31 (s,3H, CHy), 2.62 (m,4H, CHp),
2.92 (M,2H, CHp), 3.98 (s3H, OCHy), 4.26 (m2H, CHy), 7.05-7.42 (mBH, ArH), 7.52 (s,
1H, ArH), 7.80-7.90 (m2H, ArH), 8.53 (s1H, ArH), 8.59 (s1H, NH), 10.05 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-g): 6 (ppm) 10.19, 18.81, 47.61, 50.11, 56.61, 66.08,4%) 108.13,
110.45, 116.88, 119.92, 120.25, 122.14, 122.70,9223124.31, 130.32, 131,12, 135.30,
142.41, 147.79, 149.01, 150.44, 152.85, 153.41,685465.50

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgHzBrNsO, 594 [(M+H)" for “*Br], 596 [(M+H)" for #'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GoH3:BrNsO4 594.1710 found 594.1686
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N’-{3-chloro-4-[(6-methoxy-7-diethylaminoethoxyquinablin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (5)

N N8
;
oyt
HO ci© H H
y jsunsy
cl nBuyN*Br- o a©

o SN 2-butanone/20% NaOH 0 SN
> > N »
™
N 100°C © N
43 5

-

\/N\/\O

White solid (13%)
ngHngrCIN5O4
MW =614.92 g.mot
Compound was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 157-159°C
IR (cm™): 1648 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 5 (ppm) 1.00 (t6H, J= 6.8 Hz, 2 CH), 2.59 (m,4H, CHy), 2.88 (t,
2H, J= 5.9 Hz, CH), 3.95 (s,3H, OCH), 4.13 (t,2H, J = 5.9 Hz, CH), 7.28-7.58 (m7H,
ArH), 7.90 (m,1H, ArH), 8.19 (m,1H, ArH), 8.47 (s,1H, NH), 8.59 (s,1H, ArH), 9.61 (s,
1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): § (ppm) 12.32, 47.45, 51.36, 56.51, 68.08, 101.D7.80, 109.97,
117.43, 120.84, 122.00, 122.26, 122.80, 123.24,5823125.10, 131.26, 133.80, 141.58,
147.75, 149.33, 150.65, 152.55, 152.57, 155.53,1065

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgHogBrCINsO4 614 [(M + H) for *°Cl/"Br], 616 [(M+H)"

for *CI/2'Br], 616 [(M+H)" for 3'Cl/"*Br], 618 [(M+H)" for *'CI/*'Br]

HRMS (ESI (MH)'m/2 calcd for GgH29BrCINsO, 616.1134 found 616.1090
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N’-{4-[(6-methoxy-7-piperidinoethoxyquinazolin-4-yl)xy]-phenyl}urea
hydrochloride (6)

NN B
;
ISR N0
HO ° N
‘5 Q”T“OB'
cl nBuy,N*Br- o

G _0 2 butanone/20% NaOH O
N \/\O N ) \/\O
44

100°C

Pink solid (15%)
CogH3z0BrNsO4
MW =592.48 g.mot

Compound6 was collected by precipitation in a mixture ofttig ether/hydrochloric acid
6 N in isopropanol.

Mp: 222-224°C
IR (cm™Y): 2380 (NH), 1707 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 0.92-1.06 (M2H, CHy), 1.28-1.41 (m4H, 2 CH), 1.69-1.75
(M, 4H, 2CH), 3.59-3.62 (MAH, 2 Ch), 4.02 (s,3H, OCHp), 7.13-7.37 (M5H, 5 ArH),
7.50-758 (m3H, 3ArH), 7.66 (s1H, ArH), 7.86 (s,1H, ArH), 8.67 (s,1H, ArH), 9.44 (s,
1H, NH), 9.53 (s1H, NH), 10.51 (s1H, NH")

13C NMR (DMSO-g): 6 (ppm) 24.32, 26.17, 54.62, 56.47, 57.58, 68.12.10 107.92,
111.10, 116.18, 120.12, 120.72, 122.34, 123.22,1224124.67, 130.72, 131.20, 135.10,
142.10, 148.18, 149.22, 151.62, 152.73, 153.32,085365.50

LC-MS (APCTI): m/z calcd for GgHzoBrNsOs 592 [(M+H)" for *Br], 594 [(M+2+H) for

81
Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GgH30BrNsO4 592.1553 found 592.1532
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-methyl-4-[(6-methoxy-7-piperidinoethoxyquinazoin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (7)

NN
T
HO 0 H H
: @CT“U&
cl nBu4N+Br' 0

G _O 2 butanone/20% NaOH O
N \/\O N ) \/\O
44

100°C

White solid (12%)
C30H32BrNsOq4
MW =606.51 g.mot
Compound? was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 206-208°C
IR (cm™): 2935 (piperidine), 1643 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 1.34-1.42 (m2H, CHy), 1.45-1.56 (m, K, 2 CH), 2.28 (s,
3H, CHy), 2.46-2.50 (M4H, 2 CHp), 2.75 (t,2H, J = 6.6 Hz, CH), 3.97 (s3H, OCH), 4.29
(t, 2H, J= 6.6 Hz, CH), 7.01-7.16 (m3H, 3ArH), 7.21-7.32 (m2H, 2ArH), 7.41 (s,1H,
ArH), 7.54 (s,1H, ArH), 7.81-7.91 (m2H, 2 ArH), 8.10 (s1H, NH), 8.53 (s1H, ArH), 9.24
(s, 1H, NH)

13C NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 18.29, 24.37, 26.02, 54.88, 56.46, 57.50367101.23,
107.97, 110.12, 117,26, 120.08, 120.67, 122.22,2423124.01, 124.65, 130.66, 131.18,
135.00, 142.06, 148.20, 149.21, 150.55, 152.72,106355.39, 165.42

LC-MS (APCI): m/z calcd for GoH3,BrNsO4 606 [(M+H)" for *Br], 608 [(M+2+H) for

81
Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GoHs2BrNsO4 606.1710 found 606.1686
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-chloro-4-[(6-methoxy-7-piperidinoethoxyquinazoin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (8)

N N_8
;
ooty
HO cio H H
. Q”T”O&
cl nBuy,N*Br- a®

G _0O 2 butanone/20% NaOH O
N \/\O N ) \/\O
44

100°C

White solid (13%)
ngHngrCIN5O4
MW =626.93 g.mot
Compound was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 204-206°C
IR (cm™): 2935 (piperidine), 1649 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 1.32-1.42 (m2H, CHy), 1.44-1.58 (MAH, 2CHp), 2.49 (m,
4H, 2CHp), 2.74 (t,2H, J = 6.0 Hz, CH), 3.97 (s3H, OCHp), 4.29 (t,2H, J = 6.0 Hz, CHj),
7.29-7.37 (m3H, 3 ArH), 7.41 (m,1H, ArH), 7.53-7.57 (m2H, 2ArH), 7.84 (dd,1H,
J=9.6 and 2.4 Hz, ArH), 8.16 (dH, J=9.6 Hz, ArH), 8.43 (s1H, ArH), 8.51 (s,1H,
ArH), 8.56 (s,1H, NH), 9.58 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-g): 6 (ppm) 24.30, 26.11, 54.58, 56.52, 57.65, 68.07,.9% 106.99,
11.12, 116.20, 120.32, 120.41, 122.40, 123.18,1124124.70, 131.81, 132.21, 135.12,
142.15, 148.27, 149.21, 151.70, 152.71, 153.08,685365.13

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgHaeBrCINsO4 626 [(M+H)" for 3°Cl/"°Br], 628 [(M+H)"

for *°CI/2'Br], 628 [(M+H)" for *'Cl/"®Br], 630 [(M+H)" for *’CI/*'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GgH29BrCINsO4 628.2714 found 628.2783

207



CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{4-[(6-methoxy-7-pyrrolidinoethoxyquinazolin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (9)

N N s
]
Ty
HO © H H
; jepacs
cl nBuy,N*'Br 0 o

C\ _0 SN 2-butanone/20% NaOH o) SN
_—
N\/\O e N/) 100°C N\/\O N/)g
White solid (24%)
CagH28BrNsO4
MW =578.46 g.mot
Compound was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 179-181°C
IR (cm™): 2950 (pyrrolidine), 1503 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 5 (ppm) 1.64-1.82 (M4H, 2CHp), 2.54-2.62 (MAH, 2CHy), 2.93 (m,
2H, CHy), 3.98 (s,3H, OCHs), 4.30 (M,2H, CHp), 7.12-7.15 (m2H, 2ArH), 7.20-7.23 (m,
2H, 2ArH), 7.35 (m,1H, ArH), 7.40 (m,1H, ArH), 7.56 (m,3H, 3ArH), 7.87 (s1H, ArH),

8.54 (s,1H, ArH), 8.94 (s1H, NH), 8.99 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 23.58, 54.35, 54.49, 56.46, 68.18, 101.94,41, 110.14,
117.48, 119.91, 119.92, 120.85, 122.15, 122.81,8222124.70, 131.09, 137.44, 141.98,
147.35, 149.16, 150.51, 152.68, 152.94, 155.27.4065

LC-MS (APCI): m/z calcd for GgHogBrNsO4 578 [(M+H)" for *Br], 580 [(M+2+H) for

81
Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GgH2gBrNsO4 578.1397 found 578.1372
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-methyl-4-[(6-methoxy-7-pyrrolidinoethoxyquinazdin-4-yl)oxy]-phenyllurea (10)

N N8
;
ISQN0]
HO o H H
. T hes
cl nBuy,N'Br- 0 o

SN 2-butanone/20% NaOH _0O

O g J
JE——
N\/\O N/) . N\/\O N/)
100°C
45 10

White solid (25%)
Co9H30BrNsO4
MW =592.48 g.mot
Compoundl0 was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 193-197°C
IR (cm™): 2950 (pyrrolidine), 1651 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): ¢ (ppm) 1.70-1.72 (mdH, 2CH), 2.28 (s,3H, CHs), 2.51-2.55 (m,
4H, 2 CHb), 2.90 (t,2H, J = 6.1 Hz, CH), 3.99 (s3H, OCHs), 4.30 (t,2H, J = 6.1 Hz, CH),

7.08-7.35 (MBH, 6ArH), 7.41 (s1H, ArH), 7.56 (s1H, ArH), 7.81-7.84 (m1H, ArH), 8.11
(s, 1H, NH), 8.58 (s1H, ArH), 9.30 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 18.30, 23.62, 54.43, 54.49, 56.44, 68.371,.19 107.77,
110.11, 117.26, 120.08, 120.68, 122.22, 123.25,0024124.63, 130.65, 131.15, 135.00,
142.07, 148.20, 149.19, 150.52, 152.70, 153.11,345365.41

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgHzoBrNsO, 592 [(M+H)" for "*Br], 594 [(M+H)" for #'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GgH30BrNsO4 592.1553 found 592.1534
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CHEMICAL METHODS

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-chloro-4-[(6-methoxy-7-pyrrolidinoethoxyquinazdin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (11)

N N8
;
sy
HO cio H H
y o
cl nBuy,N'Br- 0 a®

_0O SN 2-butanone/20% NaOH _0O SN
e .
45 11
Beige solid (9%)
ngH27BrCIN5O4
MW =612.90 g.mot

Compoundl1 was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 187-189 °C
IR (cm™): 2950 (pyrrolidine), 1645 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg):  (ppm) 1.70 (MAH, 2 CH), 2.60-2.65 (mAH, 2CHy), 2.90 (t,2H,
J=6.7 Hz, CH), 4.00 (s,3H, OCHy), 4.32 (t,2H, J=6.7 Hz, CH), 7.12-7.48 (m5H, 5
ArH), 7.55-7.62 (m2H, 2 ArH), 7.91 (s1H, ArH), 8.12-8.20 (m1H, ArH), 8.48 (s,1H,
NH), 8.60 (s1H, ArH), 9.61 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-ds): § (ppm) 23.58, 54.37, 54.42, 56.36, 68.37, 101.17.84, 111.02,
117.52, 120.05, 120.08, 120.92, 122.33, 122.80,8622124.72, 131.13, 137.54, 141.99,
147.33, 148.98, 150.37, 152.71, 152.91, 155.31,3765

LC-MS (APCI): m/zcaled for GgHo/BrCINsO, 612 [(M+H)" for *°Cl/"°Br], 614 [(M+H)*

for *CI/2'Br], 614 [(M+H)" for *'Cl/"®Br], 616 [(M+H)" for *’CI/*'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GgH27BrCINsO4 614.0978 found 614.0955
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N-(3-Bromophenyl)-
N’-{4-[(6-methoxy-7-piperidinopropoxyquinazolin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (12)

NoR_ s
r
ISR N0
HO © H H
: iehacs
cl nBuy,N*Br 0

_0 2 butanone/20% NaOH
100°C
46 12
White solid (26%)
Csz0H32BrNsO4

MW =606.51 g.mot

Compoundl2 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 179-181°C
IR (cm™): 2935 (piperidine), 1712 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.68-1.73 (M4H, 2 CH), 2.15-2.25 (m4H, 2 CHb), 2.75-
2.78 (M,2H, CHy), 2.93-2.99 (M2H, CH,), 3.05-3.17 (M2H, CHy), 4.00 (s,3H, OCHp),
4.15-4.21 (M2H, CHy), 7.13-7.32 (MBH, 6 ArH), 7.62 (m2H, 2 ArH), 7.68 (s1H, ArH),
7.75 (s,1H, ArH), 8.27 (s1H, NH), 8.37 (s1H, ArH), 9.30 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 24.62, 26.07, 26.42, 54.77, 56.02, 56.5048&7100.89,
107.52, 110.81, 116.38, 120.87, 121.03, 122.91,9822123.20, 123.66, 125.13, 125.18,
132.03, 133.95, 142.64, 147.71, 149.30, 151.69,085357.60, 165.37

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GoHsBrNsO, 606 [(M+H)" for “*Br], 608 [(M+H)" for #'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GoHz.BrNsO4 606.1701 found 606.17017
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N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-methyl-4-[(6-methoxy-7-piperidinopropoxyquinazdin-4-yl)oxy]-phenyllurea
hydrochloride (13)

N N s
;
IS Q!
HO 0 H H
“ oo
cl nBuyN*Br- o %

0] SN 2-butanone/20% NaOH

) ~N
—_—
100°C
M @ 1
Beige solid (18%)
C31H34BI'N5O4.HC|

MW =657.00 g.mot

e

Compoundl3 was collected by precipitation in a mixture oftti@ ether/hydrochloric acid
6 N in isopropanol.

Mp > 250°C
IR (cmi®): 2510 (NH), 1705 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.70-1.80 (M4H, 2 CH), 2.22-2.31 (m4H, 2 CHb), 2.94-
2.98 (M, 2H, CHy), 3.10-3.16 (M2H, CHy), 3.21-3.29 (M2H, CHy), 4.01 (s,3H, OCHp),
4.27-4.30 (M2H, CHy), 4,33 (s,3H, CH), 7.03-7.51 (m5H, 5 ArH), 7.47 (m2H, 2 ArH),
7.61 (s,1H, ArH), 7.88 (s.H, ArH), 8.54 (s1H, NH), 8.69 (s1H, ArH), 9.99 (s.1H, NH),
10.17 (s1H, NH")

13C NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 24.54, 27.01, 27.05, 53.98, 56.32, 56.595@8101.32,
107.57, 110.83, 114.03, 120.02, 121.38, 122.47,9122123.05, 123.47, 125.32, 125.87,
132.04, 133.48, 143.05, 149.15, 149.73, 152.99,065358.02, 165.48

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GiHz4BrNsO, 620 [(M + H) for "°Br], 622 [(M+H)" for 2'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GiHz4BrNsO4 620.1866 found 620.1842
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N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-chloro-4-[(6-methoxy-7-piperidinopropoxyquinazdin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (14)

N R8s
]
SO0
HO H H
0'17 N\n/N Br
cl nBu,N'Br /@Clo \©/

_0 2 butanone/20% NaOH
100°C
S e (O s
White solid (21%)
CgnglBrC|N504

MW =640.96 g.mot

Compoundl4 was obtained by filtration from MeOH.

Mp: 198-200°C
IR (cm™): 2935 (piperidine), 1708 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.69-1.78 (M4H, 2 CH), 2.15-2.28 (m4H, 2 CH), 2.68-
2.72 (m,2H, CHy), 3.01-3.12 (M2H, CHy), 3.15-3.23 (M2H, CHy), 3.99 (s,3H, OCHp),
4.20-4.25 (M2H, CHy), 7.10-7.15 (m5H, 5 ArH), 7.36-7.42 (m2H, 2 ArH), 7.56 (S1H,
ArH), 7.78 (s,1H, ArH), 8.34 (s1H, NH), 8.43 (s1H, ArH), 9.27 (s1H, NH)

13C NMR (DMSO-de): 6 (ppm) 24.59, 26.06, 26.46, 54.56, 55.44, 56.476%7101.15,
107.67, 109.93, 117.43, 120.85, 121.98, 122.27,7¥22123.21, 123.56, 125.05, 125.10,
131.25, 133.80, 141.57, 147.73, 149.33, 150.62.585455.59, 165.09

LC-MS (APCTI): m/zcalcd for GoH3:BrCINsO4 640 [(M+H)" for *°Cl/"°Br], 642 [(M+H)*

for **CI/2'Br], 642 [(M+H)" for *'Cl/"®Br], 644 [(M+H)" for *’CI/*'Br]
HRMS (ESI (M+H)'m/2 calcd for GoH3:BrCINsO4 640.1299 found 640.1304
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SYNTHESIS OF BENZOTRIAZINES

6,7-Dimethoxy-benzo-{l]-1,2,3-triazin-4-one (68)

N2N02 fe)
HCI12N
]
N ~ /,N
(0] NH (0] N
2 0°C, rt 68

Brown solid (95%)
CyHyN303
MW =207.19 g.mot

Protocol: A solution of sodium nitrite (1.4 eq) in,B was added over 15 min to a suspension
of a 2-amino-4,5-dimethoxybenzonnitrile (1 eq) & 0dn concentrated HCI. The resulting
mixture was stirred at 0°C for a further 40 min &nen allowed to stand at room temperature
overnight. The reaction mixture was poured intgDHand the aqueous layer was extracted
with EtOAc. The organic layers were washed witholutson of HCI 1N, and dried over
MgSO.. The solvent was removed under reduced pressuar¢hanprecipitated was collected
as a brown solid (95%).

Mp: 224-225°C
IR (cm™): 1627 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.96 (s3H, OCH), 3.99 (s,3H, OCH), 7.50 (s,1H, ArH),
7.61 (s,1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GHgN3zO3 208 [(M + H)]

6,7-Dimethoxy-benzo-l]-1,2,3-triazin-4-thione (69)

ON
P

R p
0g

0 ~0 S
Brown solid

_0 : I '}‘H Toluene _0 : Ji§ '}‘H
\O N// N 100°C \O N’, N
CoHgN30,S

MW =223.25 g.mot

Protocol: A solution of 6,7-dimethoxy-benzaflf1,2,3-triazin-4-one 68 (1 eq) and
Lawesson’s reagent (0.5 eq) in toluene was stiatetl00°C for 6 h. The precipitated was
filtered and the residu was washed by acetoniiilgive produc69 as a brown solid.
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Mp > 250°C
IR (cm'): 1281 (C=S)

'H NMR (DMSO-dg):  (ppm) 4.00 (s3H, OCHs), 4.04 (s,3H, OCH), 7.61 (s, 1H, ArH),
7.85 (s, 1H, ArH)

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GHgN3O,S 224 [(M + HJ]

4-Methylthio-6,7-dimethoxy-benzo-f]-1,2,3-triazine (70)

$ CH,I s~
/OJCELNH 2N NaOH, isopropanol /OmN
I

-N .
~o N rt ~o NN

69 70
Brown solid (30%)
C10H11N302S
MW =237.28 g.mot

Protocol: A solution of 6,7-dimethoxy-benzafff1,2,3-triazin-4-one69 (1 eq) and methyl
iodide (1 eq) in a mixture of 2N NaOH and isoprogafb : 5) was stirred at room
temperature for 2 h. The precipitated was filteaed the residu was washed by isopropanol
to give produc?0 as a brown solid (30%).

Mp: 220-222°C

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 2.71 (s3H, CHy), 4.05 (s,3H, OCHp), 4.06 (s,3H, OCHy),
7.14 (s,1H, ArH), 7.70 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GoH11N30,S 238 [(M + HJ]

4-Methylsulfonyl-6,7-dimethoxy-benzo-fl]-1,2,3-triazine (71)

s~ mCPBA 0=8=0
~o N 0°C, rt ~o NN
70 71

Brown solid (73%)
C10H11N304S
MW =269.28 g.mot

Protocol: A solution ofMCPBA (2.5 eq) in CECl; was added over 10 min to a suspension of
4-methylthio-6,7-dimethoxy-benzahf1,2,3-triazine 70 (1 eq) in CHCI, at 0°C. The
resulting mixture was stirred at room temperatwe & further 30 min. The mixture was
washed with a 10% ¥CO; solution and the organic layer was dried over MgS®e solvent
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was removed under reduced pressure and the pegegbitvas collected by filtration in a
mixture of CHCI, / petroleum ether (1 : 9) as a brown solid (73%).

Mp: 182-184°C
IR (cm'): 1141 and 1305 (S®le)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.70 (s3H, CHy), 4.10 (s,3H, OCHp), 4.20 (s,3H, OCHy),
7.80 (s,1H, ArH), 7.95 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GoH11N304S 270 [(M + HJ]

General procedure 4-anilino-6,7-dimethoxy-benzod]-1,2,3-triazines (47-49)

//IR //l
' 0 HNTS X

| |
~o NN 100°C ~o NN

Protocol: To a solution of 4-methylsulfonyl-6,7-dimethoxgdrzo-f]-1,2,3-triazine71 (1 eq)
in N-methyl-2-pyrrolidone was added aniline (1.2 eqjiteA2 h at 100°C, the reaction was
guenched by water, and the precipitated obtainedfitared.

4-(3-Chloro-4-fluoroanilino)-6,7-dimethoxy-benzo-fi]-1,2,3-triazines (47)

White solid (45%)
C15H1.CIF N4O;
MW =334.73 g.mot
Compound7 was obtained by filtration from diethyl ether.

Mp: 237-239°C
IR (cm™): 3087 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): J (ppm) 4.00 (s3H, OCHp), 4.01 (s3H, OCH), 7.38-8.38 (M5H, 5
ArH), 9.67 (s,1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsHy.CIF N4O, 335 [(M+H)" for 3CI], 337 [(M+H)" for
37
Cl]
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N-(3-Methyl-4-(6,7-dimethoxy-benzo-§l]-1,2,3-triazin)-4-ylaminophenyl)-
carbamic acid ethyl ester (48)

N o
Ve

H
N
HoN © O
| 64 0o
0=5=0 HN

White solid (65%)
C19H21N504
MW =383.40 g.mot
Compoun8 was obtained by filtration from acetonitrile.

Mp: 242-244°C
IR (cmi®): 3090 (NH), 1710 (C=0)

'H NMR (DMSO-g): & (ppm) 1.25 (t3H, J = 7.3 Hz, CH), 2.20 (s3H, CHs), 4.00 (s3H,
OCHs), 4.04 (s3H, OCHy), 4.10 (q,2H, J = 7.3 Hz, CH), 7.12 (m2H, 2 ArH), 7.45 (d,1H,
J=9.0 Hz, ArH), 7.80 (sIH, ArH), 7.95 (s1H, ArH), 8.97 (s.1H, NH), 9.60 (s1H, NH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GeH21Ns04 384 [(M+H)]

N-(3-Bromophenyl)-
N’-{4-[(6,7-dimethoxy-benzo-fl]-1,2,3-triazin)-4-ylamino)]-phenyl}urea (49)

r
ORNe; 1K
N_ _N B
MY ayar
0=8S=0 66 HN ©
~N

| I
~o0 NN 100°C ~o NN

71 49

White solid (49%)
Ca2H10Br NgO3
MW =495.33 g.mot
Compound9 was obtained by filtration from acetonitrile.

Mp: 210-212°C
IR (cmi®): 3292 (NH), 1620 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 3.98 (s3H, OCH), 4.02 (s3H, OCHg), 6.49 (d,2H, J = 6.8
Hz, 2 ArH), 7.05 (d2H, J = 6.8 Hz, 2 ArH), 7.08 (m3H, 3 ArH), 7.75 (s1H, ArH), 7.82
(m, 1H, ArH), 7.87 (s1H, ArH), 8.88 (s,1H, NH), 8.95 (s1H, NH), 9.58 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GoHigBr NgOs 495 [(M+H) for "°Br], 497 [(M+H)" for 2'Br]
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SYNTHESIS OF 2-AMINOQUINAZOLINES

2-Amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-onehydrochloride (72)

cyanamide
HCI12N 0
:ij\ 1,4-dioxane ) NH "
80°C ~o N/)\NHZ.

White solid (96%)
C10H11N303.HC|
MW =257.67 g.mot

Protocol: Concentrated HCI (0.05 mL) was added dropwise $olution of methyl 2-amino-
4,5-dimethoxybenzoate (1 g, 4.73 mmol) and cyanart®d32 g, 7.57 mmol) in dioxane (40
mL) at room temperature. The mixture was heate®D&C for 24 h and then cooled to room

temperature. The precipitated was collected brafilin as a white solid (96%).

Mp > 250°C
IR (cm™): 3193 (NH"), 1634 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.80 (s3H, OCH), 3.85 (s,3H, OCH), 6.82 (s,1H, ArH),
7.21 (s2H, NH,), 7.28 (s1H, ArH), 12.00 (s1H, NH")

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GoH11N305 222 [(M + H)']

2-Amino-4-chloro-6,7-dimethoxyquinazoling(73)

Cl

0
0 : I NH POCL; 0 SN
~o N/)\NHQ reflux ~o N/)\NHQ

72 73

White solid (9%)
C10H10CIN30O,
MW =239.66 g.mot

Protocol: A solution of 2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-#e hydrochlorider2 (1 g, 3.88
mmol) in phosphorus oxychloride (20 mL) was refldxXer 6 h. After removal of the solvent,
the residue was dissolved in ice-water (50 mL) #m mixture was neutralized by 10%
K2CGO;s solution. The precipitate was collected by filimatand dissolved in Ci€l; (100 mL).
The organic layer was washed with 10%CIKO; solution, brine and dried over CaCand the
solvent was removed under reduced pressure to/@ias a white solid (7%).
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Mp: 194-196°C
IR (cm™): 3105 (NH)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 4.00 (s3H, OCHs), 4.05 (s,3H, OCHg), 5.10 (s,2H, NHy),
6.95 (s,1H, ArH), 7.25 (s1H, ArH)

LC-MS (APCTI): m/zcalcd for GoH10CIN3O, 240 [(M + HY for *CI] and 242 [(M + Hjfor
37
Cl]

2-Pivaloylamino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-ong74)

£

0 DMAP, NEt;, 0
/Oﬁm ol DMF /Oji\;\HLNH 0
~o N/)\ N.H2 70°C ~0 N/)\ N J\{/
72 74 H

White solid (97%)
C15H19N304
MW =305.33 g.mot

Protocol: To a solution of 2-amino-6,7-dimethoxy-quinazedirone hydrochloride’2 (2 g,
9.04 mmol) in DMF (40 mL) were added pivalic anhgér(5.05 g, 27.1 mmol), DMAP (0.05
g, 0.45 mmol), BN (4.57g, 45.2 mmol). The mixture was stirred atG@dor 2 h and the
solvent was removed under reduced pressure. Tldueesvas dissolved in water and the
mixture was neutralized by 10%,80s. The precipitate was collected by filtration arrced

in vacuo to giver4 as a white solid (92%).

Mp: 159-161°C
IR (cmi®): 3050 (NH), 1672 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 1.30 (SOH, t-Bu), 3.80 (s3H, OCH), 3.82 (s,3H, OCHy),
6.90 (s,1H, ArH), 7.40 (s1H, ArH), 11.00 (s1H, NH), 12.00 (s1H, NH)

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GsH19N304 306 [(M + H)']

2-Pivaloylamino-4-chloro-6,7-dimethoxyquinazoling75)

0o POCl; O

o N/)\N)Kk reflux OO N/)\Nkk
74 M 75 H

White solid (70%)
C]_5H]_8CIN303
MW =323.77 g.mot
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Protocol: A solution of 2-pivaloylamino-6,7-dimethoxyquir@m-4-one 74 (2.55 g, 8.35
mmol) in phosphorus oxychloride (20 mL) was refldxXer 6 h. After removal of the solvent,
the residue was dissolved in ice-water (50 mL) #rm mixture was neutralized by 10%
K>CGO;s solution. The precipitate was collected by filimatand dissolved in Ci€l, (100 mL).
The organic layer was washed with 10%CIO; solution, brine and dried over CaCand the
solvent was removed under reduced pressure to/gias a white solid (75%).

Mp: 139-141°C
IR (cmi®): 3042 (NH), 1675 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 1.30 (SOH, t-Bu), 4.00 (s3H, OCH), 4.05 (s,3H, OCHy),
7.20 (s,1H, ArH), 7.40 (s1H, ArH), 10.20 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsH1gCIN3O3 324 [(M + HY for *°CI] and 326 [(M + Hjfor
37
Cl]

General procedure for 2-amino-4-anilino-6,7-dimeth&yquinazolines(50-56

@ R ~ IR ~ g
HoN N MeSNa A

Cl HN HN

0 isopropanol o MeOH
~0 N/)\NJ\{/ reflux ~0 N/)\NJ\{/ reflux ~o0 N/)\ NH

2

Protocol: To a solution 2-pivaloylamino-4-chloro-6,7-dimeyquinazoline75 (1 eq) in
isopropanol, was added corresponding aniline ()2 &fter 2 h at reflux, the mixture was
filtered. The obtained residue was stirred in methavith sodium thiomethoxide at reflux for
2 h and the solvant was removed under reducedyseesehe residue was dissolved in water
and the precipitate was collected by filtration aedristallized to give desired compoubi

56.

2-Amino-4-(3-chloro-4-fluoroanilino)-6,7-dimethoxyauinazoline (50)

o ¢
e Qx
Cl HN Cl

1) isopropanol, reflux
-0 SN0 -

N
N
~o N/)\ N W 2) MeSNa, MeOH, reflux ¢ N/)\ NH,
75 M 50

White solid (88%)
C16H14CIFN4O;
MW =348.76 g.mot
Compoundb0 was obtained by crystallization from acetonitrile.
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Mp > 250°C
IR (cm™): 3202 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 3.82 (s3H, OCHs), 3.83 (s,3H, OCHp), 6.08 (s,2H, NH,),
6.75 (s,1H, ArH), 7.38 (m,1H, ArH), 7.62 (s.1H, ArH), 7.91 (m,1H, ArH), 8.12 (m,1H, 1
ArH), 9.18 (s,1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GeH14CIFN4O, 349 [(M + HY for *CI] and 351 [(M + Hjfor
37

Cl]
HRMS (ESI (M+H)" m/2) calcd for GeH14CIFN,O, 349.0862 found 349.0859

2-Amino-4-(3-bromoanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline(51)

. QN
Cl HN Br

1) isopropanol, reflux
O SN O 0

N
N
“o N/)\NH/ 2) MeSNa, MeOH, reflux ~ q N/)\NHz
s H 51

White solid (91%)
C16H15BrN4O2
MW =375.22 g.mot
Compoundb1 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp > 250°C
IR (cm™): 3190 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.82 (s3H, OCH), 3.88 (s,3H, OCHs), 6.05 (5,2H, NH)),
6.71 (s,1H, ArH), 7.35 (m,2H, 2 ArH), 7.63 (s1H, ArH), 8.05 (m,2H, 2 ArH), 9.12 (s1H,
NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GeH1sBrN4O, 375 [(M + H) for “°Br] and 377 [(M + Hjfor
81

Br]
HRMS (ESI (M+H)" m/2 calcd for GeH1sBrN4O, 375.0451 found 375.0446

2-Amino-4-(3-bromo-4-methylanilino)-6,7-dimethoxyqunazoline (52)

HZN’C:Br /@
Cl HN Br

1) isopropanol, reflux

SN o N
o N/)\N)H/ 2) MeSNa, MeOH, reflux g N/)\NHZ
H
75

52

White solid (85%)
C17H17BrN4O2
MW =389.25 g.mot
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Compoundb2 was obtained by crystallization from ethanol.

Mp > 250°C
IR (cm™): 3193 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 2.30 (s3H, CHy), 3.80 (s,3H, OCHp), 3.90 (s,3H, OCHy),
6.01 (s,2H, NH,), 6.75 (s,1H, ArH), 7.35 (d,1H, J = 6.1 Hz, ArH), 7.66 (sIH, ArH), 8.01
(m, 2H, 2 ArH), 9.10 (s1H, NH)

LC-MS (APCTI): m/zcalcd for G/H1/BrN4O, 389 [(M + H) for "Br] and 391 [(M + Hjfor
81

Br]
HRMS (ESI (M+H)" m/2 calcd for G/H17BrN4O,389.0608 found 389.0606

N-[4-(2-Amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-ylamino)pheryl]-
carbamic acid methyl esten(53)

N._o
i ;
H,N o N\[(o\
63 o
ci HN

1) isopropanol, reflux

~o N/)\NJ\\/ 2) MeSNa, MeOH, reflux g N/J\NHZ
H
75

White solid (90%)
C18H19N504
MW =369.37 g.mot

Compoundb3 was obtained by crystallization from ethanol.

Mp = 197-199°C
IR (cm‘): 3356 (NH), 3304 (NH), 1710 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 3.45 (s3H, CHs), 3.95 (s,3H, OCH), 4.00 (s,3H, OCHp),
6.01 (s,2H, NH,), 7.50 (d,2H, J = 8.9 Hz, 2 ArH), 7.55 (sIH, ArH), 7.65 (d,2H, J = 8.9
Hz, 2 ArH), 8.20 (s1H, ArH), 9.10 (s1H, NH), 9.50 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgH1gNsO4 370 [(M + H)]
HRMS (ESI (M+H)" m/2 calcd for GgH19Ns04370.1510 found 370.1509
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N-[2-Methyl-4-(2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-ylanino)phenyl]-
carbamic acid ethyl esten(54)

N
1O~ ’
H,N o N__O._~
o ISR
cl 1) isopropanol, reflux HN

/O NN (o) /O

N
N
~o0 N/)\NW 2) MeSNa, MeOH, reflux g N/)\NHQ
H
75

54

White solid (60%)
Ca0H23N504
MW =397.43 g.mot
Compoundb4 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp > 250°C
IR (cm™): 3384 (NH), 1713 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): d (ppm) 1.25 (t3H, J = 7.6 Hz, CH), 2.20 (s:3H, CHs), 3.90 (s3H,
OCHg), 3.95 (s,3H, OCHy), 4.15 (q,2H, J = 7.6 Hz, CH), 6.02 (s2H, NHy), 7.00 (s,.1H,
ArH), 7.45 (Dd,1H, J = 3.2 and 9.0 Hz, ArH), 7.50 (ILH, J = 9.0 Hz, ArH), 8.10 (sIH,
ArH), 8.90 (d,1H, J = 3.2 Hz, ArH), 10.60 (JH, NH), 12.75 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GoH23Ns0,4 398 [(M + H)]
HRMS (ESI (M+H)" m/2 calcd for GoH23aNs04 398.1823 found 398.1821

N-[2-Chloro-4-(2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-ylamino)phenyl]-
carbamic acid ethyl esten(55)

H
ax q
HoN c N.__O._~
8 L8
Cl HN Cl

1) isopropanol, reflux
/O NN (o) /O

N
N
~o0 N/)\NW 2) MeSNa, MeOH, reflux g N/)\NHQ
75 H 55

White solid (65%)
C19H20CIN5O4
MW =417.85 g.mot
Compoundb5 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp > 250°C
IR (cm%): 3380 (NH), 1707 (C=0)
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'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.20 (t3H, J = 7.6 Hz, CH), 3.80 (s,3H, OCHp), 3.85 (s,
3H, OCHs), 4.10 (q,2H, J = 7.6 Hz, CH, ArH), 6.00 (s2H, NH,), 6.70 (s,LH, ArH), 7.40
(D, 1H, J = 8.9 Hz, ArH), 7.60 (slH, ArH), 7.90 (Dd,1H, J = 3.1 and 8.5 Hz), 8.00 (dH,
J=2.9 Hz, ArH), 8.90 (sIH, NH), 9.15 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgHooCINsO4 418 [(M + H) for **Cl] and 420 [(M + H]jfor
37

Cl]
HRMS (ESI (M+H)" m/2 calcd for GoH20CINsO, 418.1277 found 418.1274

N-(3-Bromophenyl)-
N’-[4-(2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-ylamino)phewljurea (56)

N N B
i
OTU
HoN o
66

o 1) isopropanol, reflux

H H
jepaen
HN ©
- \N (o) -

N
N
~o N//k N J\\/ 2) MeSNa, MeOH, reflux ¢ N/)\ NH,
H
75

Cl

56
White solid (60%)
C23H21BI'N603
MW =509.36 g.mot
Compoundb6 was obtained by crystallization from methanol.

Mp > 250°C
IR (cmi®): 3193 (NH), 1634 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 3.90 (s3H, OCHs), 3.85 (s,3H, OCHp), 6.10 (s,2H, NH,),
6.75 (s,1H, ArH), 7.14 (m,1H, ArH), 7.24 (m,1H, ArH), 7.32 (m,1H, ArH), 7.43 (d,2H, J
= 8.6 Hz, 2 ArH), 7.67 (slH, ArH), 7.74 (d,2H, J = 8.6 Hz, 2 ArH), 7.87 (mlH, ArH),
8.70 (s,1H, NH), 8.90 (s1H, NH), 9.15 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsH,1BrNgOs 509 [(M + H) for “°Br] and 511 [(M + Hjfor

81
Br]
HRMS (ESI (M+H)" m/2 calcd for GsH21BrNgOz 509.0931 found 509.0933
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N-[2-Chloro-4-(2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4N-(methyl)ylamino)phenyl]
carbamic acid ethyl ester(62)

N0
s H
HoN Cl N O~
G LI g
N cl

¢ 1) isopropanol, reflux
~o N/*HJ\{/ 2) CH, CsCO; DMF, 70°C g N/)\NH2
75 3) MeSNa, MeOH, reflux 62

White solid (20%)
C20H22CINsO4
MW =431.87 g.mot

Protocol: To a solution 2-pivaloylamino-4-chloro-6,7-dimeyquinazoline75 (1 eq) in
isopropanol, was added anilifg (1,2 eq). After 2 h at reflux, the mixture waseiked.

The obtained residue was stirred at 70°C for 1@ N,N-dimethylformamide with cesium
carbonate (2 eq) in) and iodomethane (2 eq). Taetiolm was quenched by water, and then
the aqueous solution was extracted with EtOAc, wdshith a solution of KCO; 10%, and
dried over MgS@ The solvent was removed under reduced pressure.

The obtained residue was stirred in methanol wottan thiomethoxide at reflux for 2 h and
the solvant was removed under reduced pressuretebiue was dissolved in water and the
precipitate was collected by filtration and re@iktzed in methanol to givé2 as a white solid
(47%).

Mp > 250°C
IR (cmi®): 3321 (NH), 1792 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.22 (t3H, J = 7.6 Hz, CH), 2,95 (s3H, CHs), 3.80 (s3H,
OCH), 3.84 (s,3H, OCH), 4.12 (g,2H, J = 7.6 Hz, CH), 6.03 (s,2H, NH), 6.73 (s,1H,
ArH), 7.88 (m,1H, ArH), 7.68 (s1H, ArH), 8.02 (m,2H, 2 ArH), 9.33 (s.1lH, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GoH2:CINsO4 432 [(M + H) for **Cl] and 434 [(M + Hjfor

37,
cl
HRMS (ESI (M+H)" m/2) calcd for GoH,CINsO, 432.1433 found 432.1433
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General procedure for 2-amino-4-aryloxy-6,7-dimeth&yquinazolines(57-60

HO
nBu4N+Br Y N
ol butan-2-one Q MeSNa X R

NaOH 20 % MeOH
SOeN ]@ﬁ ﬂ]@ﬁ”
~o N/)\”J\{/ 100°C )\ reﬂ“x ~o N/)\NH
75

Protocol: To a stirred solution of chloro derivatives (1 eq) and tetrabutylammonium
bromide in 10 mL of a mixture of 20% NaOH and 2@ngne (1 : 2) were added phenol
derivative (1 eq). After 1 h at room temperatune, teaction was quenched by water, and then
the aqueous solution was extracted with EtOAc {® xnL), washed with a solution of NaOH
1N, and dried over MgSQOThe solvent was removed under reduced pressure.

The obtained residue was stirred in methanol wottign thiomethoxide at reflux for 2 h and
the solvant was removed under reduced pressuretebiue was dissolved in water and the
precipitate was collected by filtration and re@ikted to give desired compoubd-6Q

2-Amino-4-(3-chloro-4-fluoroaryloxy)-6,7-dimethoxycuinazoline (57)

jgd
HO Cl

F
1) nBudN*Br- /@[
Cl 2-butanone/20 % NaOH, (0) Cl
0 SN0 100°C 0 SN
~o N//kNJ\\/ 2) MeSNa, MeOH, reflux (g N/)\ NH,
75 H 57

White solid (41%)
C16H 1'3,C| F N303
MW =349.74 g.mot
Compoundb7 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 247°C
IR (cm™): 3383 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 3.82 (s3H, OCHb), 3.90 (s,3H, OCH), 6,34 (s,2H, NHy),
6.82 (s,1H, ArH), 7.28 (s,1H, ArH), 7.38 (m,1H, ArH), 7.52 (Dd,1H, J = 9.1 and 9.1 Hz,
ArH), 7.68 (Dd,1H, J = 2.2 and 5.8 Hz, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcaled for GgH1sCIFN3O3 350 [(M + HY for *CI] and 352 [(M + Hjfor
37
Cll
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2-Amino-4-(3-bromoaryloxy)-6,7-dimethoxyquinazoline(58)

HO/@Br
1) nBudN*Br- @\
O Br

Cl 2-butanone/20 % NaOH,
-0 SN0 100°C -0 SN
~o N/)\N)J\\/ 2) MeSNa, MeOH, reflux O N/)\NHz
75 H 58

Beige solid (38%)
C16H14BrN3O3
MW =376.20 g.mot
Compoundb8 was obtained by crystallization from ethanol.

Mp > 250°C
IR (cm™): 3256 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.85 (s3H, OCH), 3.88 (s,3H, OCHs), 6,35 (5,2H, NH),
6.88 (s,1H, ArH), 7.35 (m2H, 2 ArH), 7.63 (s1H, ArH), 8.05 (m2H, 2 ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GeH14BrNzOs 376 [(M + H) for “°Br] and 378 [(M + Hjfor
81,
Br]

N-(3-Bromophenyl)-
N’-[4-(2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-yloxy)phenyurea (59)

NN 8
r
Ty
HO 5 H H
N__N Br
1) nBudN*Br- Q/ b ©/
o o)

Cl 2-butanone/20 % NaOH,
~ SN0 100°C o~ SN
~o N//kNJ\\/ 2) MeSNa, MeOH, reflux O N/)\NHz
75 H 59
Beige solid (30%)

Ca3H20BrNsO4
MW =510.34 g.mot
Compoundb9 was obtained by crystallization from methanol.

Mp: 183°C
IR (cmi®): 3279 (NH), 1635 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 3.82 (s3H, OCHb), 3.89 (s,3H, OCH), 6.28 (5,2H, NHy),
6.82 (s,1H, ArH), 7.15 (m,4H, 4 ArH), 7.25 (m2H, 2 ArH), 7.50 (m2H, 2 ArH), 7.86 (s,
1H, ArH), 8.81 (s1H, NH), 8.89 (s1H, NH)
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LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsHo0BrNsO4 510 [(M + H) for “°Br] and 512 [(M + Hjfor
81,
Br]

N-(3-Bromophenyl)-
N’-[3-methyl-4-(2-amino-6,7-dimethoxyquinazolin-4-ylay)phenyljurea (60)

N N_ B

r
T
HO o

16

NN B
r
1) nBudN*Br- /@;T ©/
o 0

Cl 2-butanone/20 % NaOH,
_~ SN0 100°C -~ SN
~o N/)\N)J\k 2) MeSNa, MeOH, reflux O N/)\NHQ
75 H 60

Beige solid (32%)
C24H22BrNsO4
MW =524.37 g.mot
Compounds0 was obtained by crystallization from methanol.

Mp: 197-199°C
IR (cmi®): 3280 (NH), 1632 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg):  (ppm) 2.28 (s3H, CHs), 3.85 (s,3H, OCH), 3.86 (s,3H, OCHp),
6.30 (s,2H, NHy), 7.01-7.16 (m2H, 2 ArH), 7.21-7.32 (m2H, 2 ArH), 7.41 (s1H, ArH),
7.54 (s,1H, ArH), 7.81-7.91 (m2H, 2 ArH), 8.10 (s1H, NH), 8.53 (s,L1H, ArH), 9.24 (s,
1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for G4H2:BrNsO, 524 [(M + H) for *CI] and 526 [(M + HJ for
37
Cll
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SYNTHESIS OF 2-AMINOMETHYLQUINAZOLINES

2-Amino-4,5-dimethoxybenzamide (76)

Protocol A
KOH, EtOH o
/OJCECN reflux /Oj(\:fLNHZ
~o NH, Protocol B ~o NH,
H,S04 H,0 76
rt
White solid
CoH12N203

MW =196.20 g.mot

Protocol A: To a stirred solution of 2-amino-4,5-dimethoxybenitrile (1 eq) in ethanol was
added potassium hydroxide (5 eq). After 16 h aluxefthe solvant was removed under
reduced pressure and the crude residue was didsatvevater. The aqueous layer was
extracted with EtOAc and dried over Mg5Orhe solvent was removed under reduced
pressure and the precipitate was collected bfitin from dichloromethane to give desired
compound’6 (27%).

Protocol B: A solution of 2-amino-4,5-dimethoxybenzonitrild (eq) in a mixture of
concentrated HCI / O (5 : 1) was stirred at room temperature for 1@e mixture was
neutralized with a 2 N NaOH solution and the olgdiprecipitate was filtered and washed by
water. Then, the residue was dried in vacuo to degred compoundb6 (70%).

Mp: 138-140°C
IR (cmi®): 3090 (NH), 1624 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.65 (s3H, OCH), 3.70 (s,3H, OCHs), 6.30 (s,1H, ArH),
6.45 (s2H, NH,), 6.80 (s1H, NH), 7.10 (s1H, ArH), 7.50 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GH1oN>Os, 197 [(M + H)]

2-[(2-Chloroacetyl)amino]-4,5-dimethoxybenzamide (7)

0
Cl)’\,CI
0 Et;N o
~o NH, rt ~o NH
76 A _c

White solid (86%)
C11H13CIN2O4
MW =272.68 g.mot
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Protocol: A solution of chloroacetyl chloride (1.2 eq) irHF was added dropwise to a
suspension of a 2-amino-4,5-dimethoxybenzanmi@gl eq) at 0°C in THF. The resulting
mixture was stirred at room temperature for a ®entd h. The solvent was removed under
reduced pressure and the precipitate was colldntddtration from HO. Then, the residue
was dried in vacuo to give desired compoudiid86%).

Mp: 208-210°C
IR (cmi®): 3086 (NH), 1630 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 3.80 (s3H, OCH), 3.85 (s,3H, OCH), 4.35 (S,2H, CHp),
7.35 (s,1H, ArH), 7.60 (s1H, NH), 8.20 (s1H, NH), 8.30 (s1H, ArH), 12.60 (s1H, NH)

LC-MS (APCTI): m/zcalcd for GiH15CIN,O, 273 [(M + HY for *°Cl] and 275 [(M + Hjfor
37,
Cl]

2-[(2-(Benzylamino)acetyl)amino]-4,5-dimethoxybenzaide (79)
o

o Q K,CO; o Q
N ~
0 NH reflux 0 NH
A AN

Beige solid (97%)
C18H21N304
MW =343.38 g.mot

Protocol: To a stirred solution of 2-[(2-chloroacetyl)amjab5-dimethoxybenzamidé7 (1

eq) in acetonitrile were added potassium carbofiagg]) and bezylamine (1 eq). After 16 h at
reflux, the solvant was removed under reduced pressnd the crude residue was dissolved
in water. The aqueous layer was extracted with Et@Ad dried over MgSQ The solvent
was removed under reduced pressure to give dessragound’8 (97%).

Mp: 143-145°C
IR (cm'): 3086 (NH), 1630 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): d (ppm) 3.20 (s2H, CHy), 3.70 (s2H, CHy), 3.75 (s3H, OCHp), 3.80
(s,3H, OCHp), 7.10-7.50 (m8H, 7 ArH + NH), 8.00 (s1H, NH), 8.40 (s1H, NH), 12.40 (s,
1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgH21N30,4 344 [(M + H)]
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2-[(2-(Benzylamino)methyl]-6,7-dimethoxyquinazolin4-one (79)

0 IN NaOH
SO e O
~ Pz N
© NH H\/@ reflux ~o N/I\/
o)VN 79

Beige solid (72%)
C18H10N303
MW =325.36 g.mot

Protocol: A solution of 2-[(2-(benzylamino)acetyl)amino]s4dimethoxybenzamidé9 (1 eq)

in a mixture of 1IN NaOH andll,N-dimethylformamide (5 : 5) was stirred at reflux @ h.
The reaction was quenched by water, and then theoaig layer was extracted with EtOAc (3
x 10 mL), washed with a solution of 1IN NaOH, aniedrover MgSQ. The solvent was
removed under reduced pressure to give desired @omad 9.

Mp: 150-152°C
IR (cm™): 1641 (C=0)

IH NMR (DMSO-de): & (ppm) 3.60 (s2H, CHy), 3.70 (s2H, CHy), 3.80 (s3H, OCHp), 3.85
(s, 3H, OCHy), 6.40 (s,1H, NH), 7.05 (s1H, ArH), 7.15 (s,1H, ArH), 7.20-7.30 (m5H, 5
ArH), 7.45 (s.1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgH21N3O4 326 [(M + H)]

2-Chloromethyl-4-chloro-6,7-dimethoxyquinazoline (&)

a N

HCl1 Cl

/OJC[CN 1,4-dioxane _0 SN
Pz Cl
o NH, rt o N

81

White solid (17%)
C11H10CIN20O;
MW =273.12 g.mot

Protocol : To a stirred solution of commercial 2-amino-djséthoxybenzonitrile (1 eq) in
1,4-dioxane was added 2-chloroacetonitrile (1.3 € mixture was stirred at 0°C and HCI
was bubbled on the flask for 6 h. After further Lt room temperature, the solvant was
removed under reduced pressure and the crude eesiasi separated by FC (&EL/AcOEt,
9:1).
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Mp: 150-152°C

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.99 (s3H, OCHs), 4.00 (s,3H, OCH), 4.87 (s2H, CHy),
7.41 (s1H, ArH), 7.48 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GiH1oCl.N-0, 274 [(M + HY for *CIF°CI] ; 276 [(M + H)
for *CI'Cl] and 278 [(M + Hj for *'CI/*Cl]

2-(Chloromethyl)-4-(3-chloro-4-fluoroanilino)-6,7-dmethoxyquinazoline
hydrochloride (82)

F F
Ay wa X
o HN"=7c HN cl
o N isopropanol JFe) SN
B ——
\O N/J\/CI l'ef]ux \O N/ Cl

81 82

Yellow solid (72%)
C17H14C|2FN302.HC|
MW =418.68 g.mot

Protocol: To a stirred solution of dichloro compouBd (1 eq) in isopropanol was added 3-
chloro-4-fluoroaniline (1.2 eq) and the mixture vedisred at reflux. After 1 h, the precipitate
was collected by filtration and washed by isoprapan

Mp: 180-184°C

IR (cm™): 3200 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 3,91 (s3H, OCHs), 3,95 (s,3H, OCHy), 4,72 (S,2H, CHb),
6,79 (Dd,1H, ArH, J= 9.0 and 9.0 Hz), 7,01 (&H, ArH), 7,44 (m,1H, ArH), 7,65 (s,1H,
ArH), 7,77 (m,1H, ArH), 9,27 (s1H, NH")

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GiH1oCl.N20,419 [(M + HY for *CIF°CI] ; 421 [(M + H)
for **CI'ClI] and 423 [(M + Hj for *'CI/*CI]

2-(Phtalimidomethyl)-4-(3-chloro-4-fluoroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline
hydrochloride (83)

F ° F

o O 5 e X
HN Cl K+ o HN Cl

\O N/)\/CI 70°C \O N/J\/N

82 83 0

Beige solid (78%)
C2sH18CIFN4O4.HCI
MW =529.35 g.mot
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Protocol: A solution of compoundB2 (1 eq) and potassium phtalimide (2 eq) Np\-
dimethylformamide was stirred at 70°C for 6 h. Teaction was quenched by water, and the
precipitate was filtered and washed by water. Tibt@aioed residue was dried in vacuo to give
desired compouné3.

Mp > 250°C
IR (cmi®): 3197 (NH), 1697 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 3,91 (s3H, OCHy), 3,93 (s,3H, OCHp), 4,85 (s,2H, CH),
6,89 (Dd,1H, ArH, J= 9.0 and 9.0 Hz), 7,13 (&H, ArH), 7,59 (m,1H, ArH), 7,77 (m,1H,
ArH), 7,82 (s,1H, ArH), 7,83-7,92 (m4H, 4 ArH), 9,56 (s1H, NH")

LC-MS (APCI): m/zcaled for GiH1oCLN20,493 [(M + H) for **Cl] and 495 [(M + Hjfor
37,
Cl]

2-(Aminomethyl)-4-(3-chloro-4-fluoroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline (61)

F F
o [T | 2
HN cl hydrazine HN Cl
e N o) MeOH/CH,CL, o N
~o N/)VN 80°C ~o N/)\/NHZ
83 0

61
Brown solid (69%)

C17H 1GC| F N404

MW =362.79 g.mot

Protocol: To a stirred solution of compoun83 (1 eq) in a mixture of methanol and
dichloromethane (2 : 1) was added hydrazine (5Hutg.mixture was stirred at 80°C for 14 h.
The solvant was removed under reduced pressuréhanttude residue was separated by FC
(CH.CI,/MeOH, 95 : 5). The obtained residue was crysedliby acetonitrile.

Mp > 250°C
IR (cm™): 3200 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 3.93 (s3H, OCHy), 3.95 (s,3H, OCH), 4.12 (s2H, CHy),
7.16 (s,1H, ArH), 7.17-8.11 (s2H, NH,), 7.40 (Dd,1H, J = 9.0 and 6.0 Hz, ArH), 7.91-7.92
(m, 2H, 2 ArH), 8.10 (d1H, J = 6.0 Hz), 9.80 (slH, NH)

LC-MS (APCTI): m/zcalcd for G/H16CIFN4O4 363 [(M + H) for **Cl] and 365 [(M + Hjfor
37
Cl]
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SYNTHESIS OF THIAZOLOTRIAZINES

4-Amino-2-(4-morpholinyl)-[1,3]-thiazole-5-carbonitrile (106)

N 1) morpholine, DMF, 70°C _N
N = 2) Na,S.9H,0, 70°C — S ~
A LN
Ss7s” 3) CICH,CN, 50°C N" > NH,
4) K,COj3 50°C 106

Orange solid (75%)
CgH10N4OS
MW =210.26 g.mot

Protocol: Dimethyl cyanodithioimidocarbonate (1 eq) wassdlsed in N,N-dimethyl-
formamide. Morpholine (1 eq) was added and the uméxtvas heated at 70°C for 1 h. Then
Na&S.9HO0 (1 eq) was added and heated for 2 h at 70°C.r@ddetonitrile (3 eq) was added
dropwise at 50°C. The mixture was heated at 50?Q@ ffo and the potassium carbonate (1 eq)
was added. The reaction was stirred at 50°C fdahéurl h. The mixture was poured onto
water with good stirring. The precipitate was fiété, washed with water, dried in vacuo and
recristallized in ethanol.

Mp > 233-235°C
IR (cm™): 3320 (NH), 2201 (CN)

'H NMR (DMSO<dg): 6 (ppm) 3.40 (t4H, J = 5.1 Hz, 2 CH)), 3.68 (1,4H, J = 5.1 Hz, 2
CH), 6.85 (s2H, NHy)

LC-MS (APCI'): m/zcalcd for GH1oN4OS 211 [(M + H)']

4-Chloro-6-(4-morpholinyl)-[1,3]-thiazolo-[4,5-d]-[1,2,3]-triazine (107)

N3N02 (¢]]

_N
s = HCI 12N I\ s S
a N f o N ] E
ju— N NH, 0°C, rt — N N~
106 107

Orange solid (38%)
CgHgNs0OS
MW =257.70 g.mot

Protocol: A solution of sodium nitrite (1.4 eq) in,B was added over 15 min to a suspension
of a 4-amino-2-(4-morpholinyl)-1,3-thiazole-5-caniiile 106 (1 eq) at 0°C in concentrated
HCI. The resulting mixture was stirred at 0°C fofugther 40 min and then allowed to stand
at room temperature overnight. The mixture was @dwnto water with good stirring. The
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precipitate was filtered, washed with water anckdirin vacuo. The residue was purified in
acetonitrile and filtered while hot.

Mp > 250°C

'H NMR (DMSO<dg): 6 (ppm) 3.50 (t4H, J = 5.0 Hz, 2 CH)), 3.70 (t,4H, J = 5.0 Hz, 2
CHy)

LC-MS (APCTI): m/z calcd for GHgNsOS258 [(M + H) for **Cl] and 260 [(M + H] for
37,
cl

N-(3-Bromophenyl)-
N'-{3-methyl-4-[(6-(4-morpholinyl)-[1,3]-thiazolo-[4,5-d]-[1,2,3]-triazin-4-yl)oxy]-
phenyl}urea (84)

H H
N\H,NO/BI'
HO o
16 H Br
nBu,BrN* /@ b Cf
cl butan-2-one (o) o

S NaOH 20 % \ S X
g N< f'?‘ g N f'ﬂ
/NN /NN

N
100°C
107 84

Brown solid (3%)
CoH>0BrN;OsS
MW =542.41 g.mot

Protocol: To a stirred solution of chloro derivativiE)7 (1 eq) and tetrabutylammonium
bromide in of a mixture of 20% NaOH and 2-butan¢he 2) were added phendb (1 eq).
After 30 min at room temperature, the reaction gasnched by water, and then the aqueous
solution was extracted with EtOAc (3 x 10 mL), wadhwith a solution of NaOH 1N, and
dried over MgS@ The solvent was removed under reduced pressure. ré@sidue was
purified in methanol and filtered while hot.

Mp > 250°C
IR (cm™): 1638 (C=0)

IH NMR (DMSO-ds):  (ppm) 2.20 (s3H, CHs), 3.47 (MAH, 2 CH), 3.62 (M4H, 2 CH),
6.53 (Dd,1H, J = 2.6 Hz and = 9.1 Hz, ArH), 6.62 (d1H, J = 2.6 Hz, ArH), 7.10-7.30 (m,
4H, ArH), 7.81 (s1H, NH), 8.05 (m1H, ArH), 8.58 (s,1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for G;H20BrN703S542 [(M + H) for "°Br] and 544 [(M + Hjfor
81
Br]
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SYNTHESIS OF QUINAZOLINES AND THIENOPYRIMIDINES

General procedure for 4-anilino-quinnazolines/thiempyrimidines

R R
@ //|
HNTS X

Cl HN

(&N isopropanol (&N

KN) reflux KN)

Protocol: To a stirred solution of commercial chloro derivati(1 eq) in isopropanol was
added aniline (1.2 eq). After 2 h at reflux, theeqipitate was filtered, washed with
isopropanol. The obtained residue was dissolved 19% KCO; solution and the mixture
was stirred 30 min at room temperature. Then, theeaus layer was extracted with EtOAc
and the organic layers were dried over MgSThe solvent was removed under reduced
pressure.

4-(3-Chloro-4-fluoroanilino)-quinazoline (85)

jed jed
cl HoN Cl HN cl

isopropanol N

J

=N

IN/)

reflux N
85

White solid (99%)
C14HoCIFN;
MW =273.69 g.mot
Compound5 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 216-218°C
IR (cm™): 3122 (NH)

'H NMR (DMSO-dg):  (ppm) 7.35 (DD.1H, J = 9.0 and 9.0 Hz, ArH), 7.49-7.54 (itH,
ArH), 7.64-7.78 (m3H, 3 ArH), 8.11 (Dd1H, J = 7.0 and 2.5 Hz, ArH), 8.42-8.49 (&H, 2
ArH), 10.44 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for G4HoCIFN3 274 [(M + H) for *°Cl] and 276 [(M + HjJ for
37,
Cl]
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N-[2-Methyl-4-(quinazolin-4-ylamino)phenyl]-carbamic acid ethyl ester (86)

H
N_O_- H
X N O~
SN IING @
of 64 HN
| X )N isopropanol | N )N
N” reflux N7

86
White solid (82%)
C1gH18N4O;
MW =322.36 g.mot
Compound6 was obtained by crystallization from ethanol.

Mp: 210-212°C
IR (cmi®): 3484 (NH), 1706 (C=0)

IH NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.22 (t3H, J = 7.0 Hz, CH), 2.19 (s3H, CHy), 4.09 (g.2H,
J = 7.0 Hz, CH), 7.36-7.33 (m1H, ArH), 7.54-7.63 (m3H, 3 ArH), 7.70-7.76 (m1H,
ArH), 7.77-7.84 (m1H, ArH), 8.48-8.55 (m2H, 2 ArH), 8.74 (s1H, NH), 9.62 (s1H, NH)
LC-MS (APCI): m/zcalcd for GgH1gN40>323 [(M + HY]

N-(3-Bromophenyl)-N’-[4-(quinazolin-4-ylamino)phenyljurea (87)

H H B H H

r
b @( N_ N Br
WIEY Oy
cl 66 HN ©

N isopropanol

IN/)

B
reflux N/) 87
White solid (99%)
CleleBrNsO
MW =434.29 g.mot

Compound7 was obtained by crystallization from methanol.

Mp: 232-234°C
IR (cm™): 3171 (NH), 1682 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): & (ppm) 7.10-7,18 (miH, ArH), 7.18-7.39 (m2H, 2 ArH), 7.45-7.56
(m, 2H, 2 ArH), 7.60-7.79 (m3H, 3 ArH), 7.79-8.00 (m3H, 3 ArH), 8.60-8.72 (m2H, 2
ArH), 9.24 (s,1H, NH), 9.38 (s1H, NH), 10.44 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GiH16BrNsO 434 [(M + HY for "°Br] and 436 [(M + HJ for
81
Br]

237



CHEMICAL METHODS

4-(3-Chloro-4-fluoroanilino)-thieno[2,3-d]pyrimidine (91)

ox jod
Cl HoN Cl HN (o]

isopropanol

AW a
S N/) S N/)

91

reflux

White solid (55%)
C12H,CIFN3S
MW =279.72 g.mot
Compound1 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 228-229°C
IR (cm™): 3348 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 7.44 (DDH, J = 9.0 and 9.0 Hz, ArH), 7.75 (DH, J = 6.0
Hz, ArH), 7.73-7.82 (m1H, ArH), 7.86 (D,1H, J = 6.0 Hz, ArH), 8.20 (Dd}H, J = 6.7 and
2.4 Hz, ArH), 8.55 (s1H, ArH), 9.79 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GoH,CIFNsS280 [(M + H) for *°CI] and 282 [(M + HJ for
37
Cll

N-[2-Methyl-4-(thieno[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)phenyl]-carbamic acid ethyl eser (92)

H

N_O_- H
hig N O\/
et Y@
cl 64 HN
/ | SN isopropanol / | SN
S N/) reflux S N/)

92
White solid (74%)
C16H16N402S
MW =328.39 g.mot
Compound?2 was obtained by crystallization from ethanol.

Mp: 224-226°C
IR (cmi®): 3250 (NH), 1681 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): & (ppm) 1.23 (t3H, J = 7.0 Hz, CH), 2.20 (s3H, CHs), 4.10 (q,2H,
J = 7.1 Hz, CH), 7.31(m,1H, ArH), 7.54-7.63 (m2H, 2 ArH), 7.74 (D,1H, J = 5.7 Hz,
ArH), 7.89 (D,1H, J = 5.7 Hz, ArH), 8.51 (sIH, ArH), 8.79 (s1H, NH), 8.83 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GeH16N4O>S 329 [(M + HJ]
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N-(3-Bromophenyl)-N’-[4-(thieno[2,3-d]pyrimidin-4-ylamino)phenylJurea (93)

H H B H H

]
i @ N_ N Br
WTETT oy
cl 66 HN ©

isopropanol

1) )
STONT reflux STONT 03
White solid (48%)
CigH14BrNsOS
MW = 440.32 g.mot

Compound3 was obtained by crystallization from methanol.

Mp: 240-242°C
IR (cm™): 3251 (NH), 1671 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 7.10-7.17 (mlH, ArH), 7.17-7.38 (m2H, 2 ArH), 7.48 (D,
2H, J = 8.8 Hz, 2 ArH), 7.64-7.72 (r@H, 2 ArH), 7.72-7.79 (m1H, ArH), 7.83-7.92 (m,
2H, 2 ArH), 8.51 (s1H, ArH), 8.99 (s1H, NH), 9.11 (s1H, NH), 9.89 (s1H, NH)

LC-MS (APCTI): m/zcalcd for GeH14BrNsOS440 [(M + H) for °Br] and 442 [(M + Hjfor
81,
Br]

4-(3-Chloro-4-fluoroanilino)-5,6,7,8-tetrahydrobena[4,5]thieno[2,3d]pyrimidine (99)

ox jod
Cl HoN Cl HN Cl

isopropanol
S

\

~N
IN/)

99

reflux S

White solid (33%)
C16H13CIFN3S
MW =333.81 g.mot
Compound9 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 128-130°C
IR (cm™): 3457 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.84 (m4H, 2 CHp), 2.83 (m2H, 2 CHy), 3.11 (m,2H, CH,),

7.40 (DD,1H, J = 9.1 and 9.1 Hz, ArH), 7.60-7.67 (tH, ArH), 7.92 (Dd,1H, J = 6.9 and
2.5 Hz, ArH), 8.23 (s1H, ArH), 8.41 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GeH1sCIFN3S334[(M + H) for **ClI] and 336 [(M + H]for

37C|]
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N-[2-Methyl-4-(5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]thieno[23-d]pyrimidin-4-ylamino)phenyl]-
carbamic acid ethyl ester (100)

H

N_O_- H
)i N_ O
~
. ¥
cl 64 HN
Y | \)N isopropanol Y | \)N
STON reflux STONT

100
White solid (18%)
CaoH22N40,S
MW =382.48 g.mot
CompoundLOOwas obtained by crystallization from ethanol.

Mp: 184-185°C
IR (cmi®): 3237 (NH), 1681 (C=0)

1H NMR (DMSO<k): 6 (ppm) 1.24 (t3H, J = 7.7 Hz, CH), 1.87 (m,4H, 2 CH), 2.22 (s,
3H, CHg), 2.81 (m,2H, CH,), 3.12 (m,2H, CH,), 4.10 (q,2H, J = 7.7 Hz, CH), 7.31-7.50
(m, 3H, 3 ArH), 8.38 (s,lH, NH), 8.41 (s,1H, ArH), 8.80 (s,1H, NH)

LC-MS (APC|+)Z m/zcalcd for GoH2oN40,S 383 [(M + H)L]

N-(3-Bromophenyl)-N’-[4-(5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]thieno[2,3]-
pyrimidin-4-ylamino)phenyl]urea (101)

H H B H H

r
g \©f N_ N Br
Ca jegne

cl 66 HN ©

N isopropanol
Z | /) Z
STON

B
reflux S N/) 101
White solid (65%)
Co3H>0BrNsOS
MW =494.41 g.mot

CompoundlO1was obtained by crystallization from methanol.

Mp: 241-243°C
IR (cm™): 3282 (NH), 1633 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 1.85 (MdH, 2 CHp), 2.82 (m4H, 2 CHb), 3.13 (M2H, CHy),
7.14 (m,1H, ArH), 7.23 (DD,1H, J = 7.9 and 7.9 Hz, ArH), 7.30 (riH, ArH), 7.43 (d,2H,
J=8.9 Hz, ArH), 7.54 (2H, J = 8.9 Hz, ArH), 7.43 (ddlH, J= 1.5 and 1.5 Hz, ArH), 8.03
(s,1H, NH), 8.32 (s1H, ArH), 8.71 (s1H, NH), 8.83 (s1H, NH)
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LC-MS (APCTI): m/zcalcd for GaHo0BrNsOS494 [(M + H) for °Br] and 496 [(M + Hjfor
81,
Br]

General procedure for 4-aryloxy-quinnazolines/thiempyrimidines
substituted by halogen or urea

R'

e :
cl nBuy,N*'Br’ o X
A 2-butanone/20% NaOH /l\
R N - R-- =N
C C
N 100°C N

Protocol: To a stirred solution of commercial chloro detiva (1 eq) and
tetrabutylammonium bromide in 10 mL of a mixture28% NaOH and 2-butanone (1 : 2)
were added phenol (1 eq). After 1 h at room tentpezathe reaction was quenched by water,
and then the aqueous solution was extracted WIIIAEY{3 x 10 mL), washed with a solution
of NaOH 1N, and dried over MgQQOThe solvent was removed under reduced pressure.

4-(3-Chloro-4-fluoroaryloxy)-quinazoline (88)

QX
Cl nBu4N+Br' o) Cl

SN 2-butanone/20% NaOH SN
| N/) | N/)

100°C
88

White solid (4%)
C14HsCIFN,O
MW =274.68 g.mot
CompoundB8 was purified in heptane and filtered while hot.

Mp: 122-124°C

'H NMR (DMSO-dg): § (ppm) 7.41-7.48 (m1H, ArH), 7.57 (DD,1H, J = 9.0 and 9.0 Hz,
ArH), 7.75-7.84 (m2H, ArH), 7.98-8.10 (m2H, 2 ArH), 8.34-8.40 (m1H, ArH), 8.65 (s,
1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for G4HsCIFN,0275 [(M + H) for *CI] and 277 [(M + Hjfor
37
Cll
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N-(3-Bromophenyl)-N"-{4-[(quinazolin-4-yl)oxy]-phenyl}lurea (90)

N N8
r
IS0
H H
HO 15 /@/N\H/NO/BT
cl nBuyN'Br o 0
>N

SN 2-butanone/20% NaOH
S o )
N 100°C N %0
White solid (12%)
C21H1sBrN4Os
MW =435.27 g.mot

Compound0 was purified in acetonitrile and filtered whiletho

Mp: 248-250°C
IR (cmi®): 3266 (NH), 1645 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 7.12-7.18 (mlH, ArH), 7.21-7.37 (mdH, 4 ArH), 7.55 (D,
2H, J = 8.9 Hz, ArH), 7.73-7.83 (mH, ArH), 7.84-7.87 (m1H, ArH), 7.98-8.08 (m2H, 2
ArH), 8.34-8.40 (m1H, ArH), 8.71 (s1H, ArH), 8.85 (s1H, NH), 8.91 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GiH1sBrN4O, 435 [(M + H) for °Br] and 437 [(M + Hjfor
81
Br]

4-(3-Chloro-4-fluoroaryloxy)-thieno[2,3-d]pyrimidine (94)

X,
Cl nBll4N+Br- fe) Cl

2-butanone/20% NaOH
1Ty — 7Y
S /) /)
N STN

100°C

94
White solid (40%)
C12HeCIFN,OS
MW =280.71 g.mot
Compound4 was obtained by crystallization from acetonitrile.

Mp: 128-130°C
'H NMR (DMSO-dg): d (ppm) 7.37-7.44 (mlH, ArH), 7.55 (DD,1H, J = 9.0 and 9.0 Hz,

ArH), 7.66 (d,1H, J= 6.0 Hz, ArH), 7.73 (Dd1H, J = 6.3 and 3.0 Hz), 7.99 (dH, J=6.0
Hz, ArH), 8.65 (s1H, ArH)
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N-(3-Bromophenyl)-N"-{4-[(thieno[2,3-d]pyrimidin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (96)

N N8
r
ISR N0]
H H
HO 15 /@/N\H/N@/Br
cl nBuyN*"Br- o o
>N

/ SN 2-butanone/20% NaOH
) — 1)
STON 100°C STON oc
White solid (36%)
C19H13BrN4O.S
MW =441.30 g.mot

Compound6 was purified in acetonitrile and filtered whiletho

Mp: 210-212°C
IR (cmi®): 3280 (NH), 1629 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 7.11-7.17 (mlH, ArH), 7.19-7.28 (m1H, 1 ArH), 7.22 (D,
2H, J = 8.9 Hz, ArH), 7.31-7.37 (MH, ArH), 7.57 (D,2H, J = 8.9 Hz, ArH), 7.65 (D1H, J
= 5.9 Hz, ArH), 7.87 (m1H, ArH), 7.96 (D,1H, J = 5.9 Hz, ArH), 8.61 (sIH, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GoH13BrN40,S441 [(M + H) for "Br] and 443 [(M + Hjfor
81
Br]

N-(3-Bromophenyl)-N"-{3-methyl-4-[(thieno[2,3-d]pyrimidin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (97)

N N8
r
5
H H
o jegacy
cl nBuyN*"Br- o o
>N

/ SN 2-butanone/20% NaOH
) — 1)
STON 100°C STON o
White solid (57%)
CooH1sBrN4O-.S
MW =455.33 g.mot

Compound7 was purified in methanol and filtered while hot.

Mp: 211-213°C
IR (cmi®): 3280 (NH), 1630 (C=0)

'H NMR (DMSO-<ds): & (ppm) 2.07 (s3H, CHy), 7.10 (m,1H, ArH), 7.20-7.28 (m1H, 1
ArH), 7.25 (m,2H, 2 ArH), 7.32-7.38 (m1H, ArH), 7.60 (m,1H, ArH), 7.71 (D,1H, J=5.8
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Hz, ArH), 7.90 (m1H, ArH), 7.95 (D,1H, J = 5.8 Hz, ArH), 8.65 (sLH, ArH), 8.79 (s1H,
NH), 9.20 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GoH1sBrN4O,S455 [(M + H) for “Br] and 457 [(M + Hjfor
81
Br]

N-(3-Bromophenyl)-N"-{3-chloro-4-[(thieno[2,3-d]pyrimidin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (98)

N N_~_B
r
IeR N o
H H
HO C11‘|7 N\n/N Br
Cl nBu4N+Br' o} :: :CIO ::
~N

/ SN 2-butanone/20% NaOH
| /) - 7] B
STON 100°C STON o3
White solid (11%)
C1oH12BrCIN4O,S
MW =475.75 g.mot

Compound8was purified in acetonitrile and filtered whiletho

Mp: 227-229°C
IR (cmi®): 3297 (NH), 1648 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 7.15-7.22 (mLH, ArH), 7.22-7.27 (m2H, 2 ArH), 7.31 (Dd,
1H, J = 9.0 and 2.5 Hz, ArH), 7.57 (dH, J = 2.5 Hz, ArH), 7.67 (D1H, J = 5.9 Hz, ArH),
7.86-7.93 (m1H, ArH), 7.98 (D,1H, J = 5.9 Hz, ArH), 8.16 (D1H, J = 9.0 Hz, ArH), 8.65
(s, 1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GgH1oBrCIN4O,S474 [(M+H)* for *°CI/"®Br], 476 [(M+H)*
for *CI/2'Br], 476 [(M+H)" for 3'CI/"®Br], 478 [(M+H)" for *'CI/*'Br]

4-(3-Chloro-4-fluoroaryloxy)-5,6,7,8-tetrahydrobeno[4,5]-
thieno[2,3-d]-pyrimidine (102)

X,
Cl nBu4N+Br' o) Cl

S 2-butanone/20% NaOH
% N /7 N
J L/
STN

100°C
102

White solid (29%)
C16H12CIFNL,OS
MW =334.80 g.mot
Compoundl02was obtained by crystallization from cyclohexane.
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Mp: 145-147°C

'H NMR (DMSO<ds): 6 (ppm) 1.84 (MAH, 2 CH), 2.91 (m,2H, CHy), 3.04 (m,2H, CHy),
7.35-7.40 (m1H, ArH), 7.53 (DD,1H, J = 9.0 and 9.0 Hz, ArH), 7.69 (DAH, J = 6.1 and
2.9 Hz), 8.51 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GeH1,CIFN,OS335 [(M + H) for *Cl] and 337 [(M + H]
for 3'Cl]

N-(3-Bromophenyl)N"-{4-[(5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]-
thieno[2,3-d]-pyrimidin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (103)

NN B
ISR AN
H H
HO 15 N\n/N Br
cl nBuyN*Br O/Ej o [j
~N

) | SN 2-butanone/20% NaOH ) |
—_—
s 100°C s
103
White solid (69%)
Cy3H19BrN4O,S
MW =495.39 g.mot
CompoundL03was purified in acetonitrile and filtered whiletho

Mp: 231-233°C
IR (cm™): 3269 (NH), 1649 (C=0)

'H NMR (DMSO<):  (ppm) 1.83 (M4H, 2 CH), 2.84 (m,2H, CHy), 3.00 (m,2H, CHy),
7.10-7.28 (m4H, 4 ArH), 7.30-7.39 (m1H, ArH), 7.53 (D,2H, J = 8.8 Hz, ArH), 7.83-7.90
(m, 1H, ArH), 8.47 (s1H, ArH), 9.30 (s1H, NH), 9.31 (s1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsH1gBrN4O,S495 [(M + H) for "°Br] and 497 [(M + Hjfor
81
Br]
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N-(3-Bromophenyl)-N"-{3-methyl-4-[(5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]-
thieno[2,3-d]-pyrimidin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (104)

N N_ s
r
T
H H
HO 16 N\H/N Br
cl nBu,N'Br- O/Ii:[ o [j
~N

) SN 2-butanone/20% NaOH
lJ L J
STON 100°C STON 104
White solid (64%)
Cz4H218fN40zS
MW =509.42 g.mot

Compoundl04was purified in methanol and filtered while hot.

Mp: 208-210°C
IR (cm™): 3278 (NH), 1641 (C=0)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 1.85 (m4H, 2 CHb), 2.80 (m,2H, CHy), 2.07 (s,3H, CHy),
2.99 (M,2H, CHp), 7.11 (m,1H, ArH), 7.14 (m,1H, 1 ArH), 7.23 (m2H, 2 ArH), 7.35-7.46
(m, 1H, ArH), 7.62 (m,1H, ArH), 7.91 (m,1H, ArH), 8.54 (s,1H, ArH), 8.80 (s,1H, NH),
9.12 (s,1H, NH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsH21BrN40,S509 [(M + H) for "Br] and 511 [(M + Hjfor
81
Br]

N-(3-Bromophenyl)-N'"-{3-chloro-4-[(5,6,7,8-tetrahydrobenzo[4,5]-
thieno[2,3-d]-pyrimidin-4-yl)oxy]-phenyl}urea (105)

NN s
Qs
HO Cl H H
N N Br
. Ly
Cl nBU4N+Br- e} cl 0
SN

Y SN 2-butanone/20% NaOH
L J - = |
SN 100°C ST
White solid (13%)
C,3H18BrCIN4O,S
MW =529.84 g.mét

CompoundlO5was purified in methanol and filtered while hot.

Mp: 239-241°C
IR (cm™): 3289 (NH), 1617 (C=0)
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'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.85 (mAH, 4 ArH), 2.86 (m2H, 2 ArH), 3.00 (m2H, 2
ArH), 7.10-7.38 (m4H, 4 ArH), 7.45-7.62 (m1H, ArH), 7.80-7.97 (m1H, ArH), 8.09-8.12
(m, 1H, ArH), 8.42 (s1H, NH), 8.52 (s1H, ArH), 9.56 (s1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GaH1BrCIN,0,S528 [(M+H)" for **Cl/"*Br], 530 [(M+H)"
for 3CI/2'Br], 530 [(M+H)" for 3'Cl/"®Br], 532 [(M+H)" for *'CI/*'Br]

4-(3-Methyl-4-aminoaryloxy)-quinazoline (109)

NH

IOQ
C| nBu4Br'N+ O

sy, 2-butanone/20 % NaOH
) ()
— —
N 100°C N
109

White solid (69%)
C1sH13N3z0
MW =251.28 g.mot
Mp: 160-162°C
IR (cm™): 3224 (NH)

'H NMR (DMSO-dg): 6 (ppm) 2.08 (s3H, CHs), 4.85 (s2H, NH,), 6.67 (d,1H, J = 8.5 Hz,
ArH), 6.83 (Dd,1H, J = 8.5 and 2.6 Hz, ArH), 6.88 (dH, J = 2.6 Hz, ArH), 7.72-7.78 (m,
1H, ArH), 7.94-8.05 (m2H, 2 ArH), 8.30-8.36 (m1H, ArH), 8.68 (s1H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/zcalcd for GsH1aN30 252 [(M + H)']

4-(3-Methyl-4-aminoaryloxy)-thieno[2,3-d]pyrimidine (110)

NH,

Cl nBu 4Br'N+ 0

sy, 2-butanone/20 % NaOH N
J | N J | N
L W

N 100°C N
110

White solid (66%)
C13H11N30S
MW =257.31 g.mot
Mp: 161-163°C
IR (cm™): 3349 (NH)
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IH NMR (DMSO-d): 6 (ppm) 2.06 (s3H, CHs), 4.84 (s2H, NH,), 6.64 (d,1H, J = 8.4 Hz,
ArH), 6.80 (Dd,1H, J = 8.4 and 2.0 Hz, ArH), 6.84 (&iH, J = 2.0 Hz, ArH), 7.57 (d1H, J =
5.9 Hz, ArH), 7.91 (d1H, J= 5.9 Hz, ArH), 8.57 (sLH, ArH)

LC-MS (APCI): m/zcalcd for GsH1:N2OS 258 [(M + HJ]

N-[2-Methyl-4-(quinazolin-4-yloxy)phenyl]-carbamic acid ethyl ester (89)

H
NH N__O
2 c_o_- O
hig 5
o] o o]

NaH, THF
>N

| B
N‘J T.A. N‘J

109 89

White solid (31%)
C1gH17N30s3
MW =323.35 g.mot

Protocol: To a stirred solution of compourid9 (1 eq) in THF in inert atmosphere, was
added sodium hydrure (1.4 eq) at 0°C. The resultimgure was stirred 30 min and ethyl
chloroformate (1.2 eq) was added. The mixture wviaed at room temperature for 3 h. The
reaction was quenched by water, and then the agusaution was extracted with EtOAc,
washed with brine, and dried over MgS@he solvent was removed under reduced pressure
and the residue was purified by crystallizatiomfracetonitrile.

Mp: 198-200°C
IR (cmi®): 3171 (NH), 1713 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.25 (t3H, J = 6.0 Hz, CH), 2.23 (s3H, CHs), 4.12 (q,2H,
J=6.0 Hz, CH), 7.12 (Dd,1H, J = 8.7 and 2.7 Hz, ArH), 7.18 (@H, J = 2.7 Hz, ArH), 7.42
(D, 1H, J = 8.7 Hz, ArH), 7.75-7.84 (mH, ArH), 7.97-8.07 (m2H, 2 ArH), 8.34-8.40 (m,
1H, ArH), 8,72 (s1H, ArH), 8.89 (s1H, NH)

LC-MS (APCI’): m/zcalcd for GgH17N30z 324 [(M + H)]
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CHEMICAL METHODS

N-[2-Methyl-4-(thieno[2,3-d]pyrimidin-4-yloxy)phenyl]-carbamic acid ethyl este (95)

CI\H/O\/ H
NH, S N\n/o\/
OKI NEt; 011 o
THF/ACN
AW AW
S N/) T.A. STN7
110 95

White solid (29%)
C16H15N303S
MW =329.37 g.mot

Protocol: To a stirred solution of compourdid 0 (1 eq) in a mixture of THF and acetonitrile

(5 : 5), were added triethylamine (3 eq) and etthjbroformate (1.2 eq). The mixture was

stirred at room temperature for 24 h at inert aphese. The solvent was removed under
reduced pressure and the crude residue was puoyiédC (CHCI,/AcOEt, 7 : 3).

Mp: 207-209°C
IR (cmi®): 3219 (NH), 1711 (C=0)

'H NMR (DMSO-ds): 6 (ppm) 1.25 (t3H, J = 6.0 Hz, CH), 2.22 (s3H, CHy), 4.12 (q,2H,
J=6.0 Hz, CH), 7.08 (Dd,1H, J = 8.6 and 2.5 Hz, ArH), 7.14 (@H, J = 2.5 Hz, ArH), 7.39
(D, 1H, J = 8.6 Hz, ArH), 7.65 (d1H, J = 5.9 Hz, ArH), 7.96 (d1H, J = 5.9 Hz, ArH), 8,61
(s, 1H, ArH), 8.88 (s,1H, NH)

LC-MS (APC|+)Z m/zcalcd for GgH15N303S 330 [(M + H)L]
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CONCEPTION, SYNTHESE ET EVALUATION PHARMACOLOGIQUE
D’HETEROCYCLES AZOTES A VISEE ANTICANCEREUSE

Avec prés de 150 000 déces estimés en 2012 d’Bgence internationale pour la Recherche sur ladés,
le cancer représente la premiére cause de moralitErance. Cette maladie est caractérisée paroldépation
anarchiqgue et incontrélée de certaines cellulebodganisme qui échappent aux mécanismes de centfdl’heure
actuelle, les thérapies anticancéreuses visentipailement ces cellules tumorales en agissant ssirpdotéines
gu’elles surexpriment, telles que les récepteuxdaateurs de croissance a activité tyrosine kinase

Nos travaux se sont essentiellement portés suregdatces récepteurs : I'EGFRp{dermal Growth Factor
Recepto), le VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptoile PDGFR Platelet-Derived Growth Factor
Receptoy et le récepteur c-Kit. Plusieurs hétérocyclesté@&zqquinazoline, benzotriazine, thiénopyrimidirss)
différenciant par leur motif anilino ou aryloxy eposition 4 ont été congus, synthétisés et évalués
pharmacologiqguement. Parmi ces produits, les 4ayguinazolines substituées en position 7 par desines
aminoalkoxy se sont révélées étre de puissantbiiabis des récepteurs VEGFR, PDGFR et c-Kit esertent un
fort pouvoir anti-angiogénique.

En parallele de ces travaux, des dérivés de typeniBequinazoliniques ont été concus. Ces composés
substitués par différentes anilines en positionnd montré un pouvoir antiprolifératif intéressamce a leur
intercalation entre les paires de bases de I'ADN.

Mots-clés: cancer, inhibiteurs tyrosine kinase, angiogenaésdoxyquinazolines, thiénopyrimidines

DESIGN, SYNTHESIS AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION
OF NITROGEN HETEROCYCLES AS ANTICANCER DRUGS

According to the International Agency for ReseaochCancer, cancer is the first cause of death amde
with about 150 000 deaths estimated in 2012. Thiesade is characterized by grow uncontrolled dbbs$ escape
control mechanisms. Currently, the anticancer dtagget mainly the cancerous cells that overexppesteins, such
as growth factor receptors with tyrosine kinasévigt

Our work is mainly carried on four of these recegt& GFR (Epidermal Growth Factor Receptor), VEGFR
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor), PBRGPlatelet-Derived Growth Factor Receptor) and itc-K
receptor. Several heterocycles (quinazoline, beiazie, thienopyrimidine) differing by their amk or aryloxy
moiety in C-4 position were designed, synthesized evaluated. Among these products, the 4-aryloxyggqolines
substituted by aminoalkoxy chains in C-7 positi@vénthe characteristic to be potent inhibitors 8GFR, PDGFR
and c-kit receptor with high anti-angiogenic potenc

Simultaneously, 2-aminoquinazoline derivatives wdesigned. These compounds substituted by various
anilines in C-4 position showed interesting antifeoative activity through their intercalation beten the pairs of
DNA bases.

Keywords cancer, tyrosine kinase inhibitors, angiogenesidpxyquinazolines, thienopyrimidines
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