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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



Chapitre 1 - Introduction

1.1-La Maladie de Parkinson

La Maladie de Parkinson (MP) a été décrite pour la premiére fois il y a plus de 200 ans comme
« une paralysie agitante » par Sir James Parkinson dans son essai « An Essay on the shaking Palsy ».
Dans cette courte monographie, il décrit une série de sujets qui présentaient des signes caractéristiques
communs.” En 1872, Jean Martin Charcot, neurologue francais, propose le nom de Maladie de
Parkinson (MP) apres étude des tremblements et de la paralysie. A la fin du dix-neuviéme siécle,
Edouard Brissaud (collaborateur de Charcot) a avancé d’autres signes cliniques caractéristiques
importants et a établi les premiéres bases anatomiques entre une lésion du locus niger (substance

noire) et une possible origine de la maladie.?

Il s’agit d’une maladie chronique qui se caractérise par la dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la substance noire pars compacta (SNpc) avec pour conséquence une diminution
de dopamine (DA) endogéne au niveau du striatum. De plus, des inclusions de protéines
intracytoplasmiques nommées corps de Lewy (CL) ont aussi été observées pour cette maladie (Figure
1). Certaines études suggérent que le processus de dégénérescence pourrait commencer dans le
systeme olfactif et au niveau des noyaux inférieurs du tronc cérébral et se propager ensuite aux
structures supérieures.® D’autre part, la MP résulte de la perte des neurones non dopaminergiques a
travers le systéme nerveux central, ce qui provoque des symptomes tels que la constipation, des
mouvements rapides des yeux ou des troubles du sommeil qui précédent 1’apparition des troubles

moteurs chez le malade.*
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A. Normal B. Parkinson’s
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Figure 1 : Neuropathologie de la MP. (A) Schéma de la voie nigro-striatale normale. Les corps cellulaires des neurones
dopaminergiques sont localisés dans la SNpc, la pigmentation noire dle a la mélanine est observée dans les neurones
dopaminergiques. (B) Chez le malade, il y a neurodégénérescence de la voie nigro-striatale die a la perte de projections
dopaminergiques vers le putamen et le noyau caudé (d’ou ’atténuation de la coloration foncé). (C) Marquage
immunohistochimique des inclusions intraneuronales (corps de Lewy), marquage avec un anticorps anti a-synucléine. A
droite, marquage avec anticorps anti ubiquitine.®

1.1.1 - Epidémiologie

Selon I’OMS, la MP touche plus de 4 millions de personnes dans le monde, avec plus de la
moitié des cas (58%) détectée dans des pays sous-développés ou en voie de développement. Avec plus
de 300 000 nouveaux cas décelés chaque année, d’ici quinze ans, le total des personnes atteintes de la

MP devrait passer & plus de 8 millions, avec une propension & doubler tous les 20 ans.°

La prévalence de cette maladie s’échelonne a prés de 0.2% de la population générale et a
tendance a augmenter avec 1’age. Ainsi, il existe un risque 5 fois supérieur lorsque la personne a plus
de 60 ans. En moyenne, la maladie est constatée autour de 60 ans, avec une espérance de vie d’environ
15 ans et un ratio de mortalité de 2:1 (homme : femme). Certaines études montrent que le risque de
développer la maladie est 1.5 fois supérieur chez I’homme que chez la femme dans les populations

occidentales de plus de 70 ans.’

Les colts generés par la maladie englobent : les dépenses directes (soins a domicile,

médicaments) et indirectes (incapacité progressive des patients a travailler et leur faible productivité).
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Les codts totaux augmentent au fur et a mesure que la maladie progresse et constituent un réel poids
économique pour le systtme de santé de chaque pays.® En Europe, la dépense moyenne par patient
varie d’un pays a ’autre, se situant entre 2620 et 9820 Euros, dont 60% correspondent aux codts
directs.® Elle est estimée a presque 14 millions d’euros pour I’ensemble de I’Union Européenne. En
France, un recensement effectué en 1999 montre que les codts par personne s’élevaient a 4421 Euros.

Cela représente une dépense totale de 350 millions d’Euros pour les 80 000 malades dans le pays.™

1.1.2 - Etiologie et physiopathologie

La MP est un désordre neurodégénératif qui se manifeste normalement a 1’age adulte, ou
I’incapacité de coordination des mouvements apparait aprés la disparition de plus de 50% des
neurones dopaminergiques au niveau de la substance noire (SN).** '2 Ce délai entre la disparition
massive de neurones et ’apparition des premiers symptdmes de la maladie a été justifié par des
mécanismes compensatoires (pré et post-synaptiques) au niveau du systéme dopaminergique

|l3

nigrostriatal.” Une fois les premiers signes de la maladie apparus, il est estimé que la perte neuronale

s’éléve & 10% par an. A cela s’ajoute une détérioration de la fonction des ganglions de la base et des

noyaux profonds qui sont & I’origine de I’initiation et 1’exécution des mouvements.* ' *°

Le bon fonctionnement du programme moteur est assuré par une multitude de circuits
hautement complexes entre les différentes aires du cerveau, parmi lesquelles le striatum joue un réle
clé. L’équilibre d’activation-inhibition permet une régulation fine du systéme.'® Quand I’équilibre est
rompu, ceci provoque la physiopathologie des maladies neurodégénératives motrices, telles que la MP

ou la maladie de Hungtington."’

La facon par laquelle les ganglions de la base modulent les mouvements par le biais de
différentes connexions n’est pas tout a fait claire. En 1990, Alexander et ses collaborateurs ont proposé
un mécanisme par lequel les ganglions de la base seraient capables d’agir. Selon eux, plusieurs circuits
de communication impliquant les ganglions de la base et les voies thalamo corticales, travailleraient en
parallele afin d’assurer le contréle des mouvements. Via des boucles cortico-noyaux gris centraux-
thalamo corticales, les ganglions de la base assurent le contrdle moteur et participent a diverses
fonctions cognitives et comportementales.™® *°

Ce modele repose sur ’effet dichotomique de la dopamine au niveau du striatum, de par
I’expression complémentaire des récepteurs D; et D, au niveau des NEM du striatum. La dopamine a
une action excitatrice sur les NEM, qui ont comme cible le GPi/SNpr, par le biais des récepteurs D;

(voie directe). L’action inhibitrice est exercée sur les neurones NEM qui innervent le noyau GPe,
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riches en recepteurs D, (voie indirecte). Basé sur cet effet dual de la dopamine, 1’activation de la voie

directe faciliterait le mouvement tandis que I’indirecte semble provoquer son inhibition (Figure 2).2 #

Sujet Sain Maladie de Parkinson
[ Cortex J [ Cortex J
¥ A Y A
Putamen Putamen
3 | B € >
SNc g SNc g
Y E Y E
GPe_) = GPe ®
A = =
—>@N > STN
=y >
(o) (o)

I S

Figure 2 : Organisation des ganglions de la base. Les voies inhibitrices et excitatrices sont indiquées par des fleches bleues
et rouges respectivement. (A) Le striatum communique avec les neurones de sortie dans du GPi et SNpr par la voie directe, et
avec les connexions synaptiques dans le GPe et noyau sous-thalamique (STN) par la voie indirecte. La dopamine inhibe
Iactivité neuronale dans la voie indirecte et excite les neurones de la voie directe. (B) Dans la maladie de Parkinson, le
manque de dopamine méne a une desinhibition des récepteurs D, striatriaux de la voie indirecte, et la désinhibition du STN.
La sur-activité des neurones du STN excite les neurones du GPi/SNr et potentialise I'inhibition des centres thalamo-corticaux
et du tronc cérébral, ce qui provoque les effets moteurs caractéristiques de la maladie.® 2

Selon ce modele, aprés la perte de neurones dopaminergiques, qui a lieu dans la MP, il
existerait une diminution de I’activation des récepteurs dopaminergiques, donc une diminution de
I’excitation des neurones du striatum riches en récepteur D; de la voie directe et une concomitante
désinhibition des neurones riches en récepteur D, de la voie indirecte. Cette suite d’événements
provoquerait un flux non contr6lé des messages des neurones GABAergiques sortant des ganglions de
la base, provoquant finalement une inhibition excessive des projections thalamocorticales (Figure 2).*®
22,23

Bien que ce modele de fonctionnement des ganglions de la base ait été tres utilisé, il est limité
par les connaissances anatomiques et neurochimiques de cette région du cerveau de 1I’époque. Ainsi,
depuis 10 ans, une nouvelle organisation des ganglions de la base beaucoup plus complexe a été

reconnue.?*

La compréhension des événements moléculaires qui provoquent la mort des neurones
dopaminergiques reste encore floue, mais il semblerait que des origines multifactorielles (facteurs
environnementaux, age et susceptibilité génétique) soient a I’origine de la maladie.

Toutefois, il n’y a encore aucun consensus sur la composante jouant le réle principal dans le processus

de mort neuronale et si celle-ci est valable pour toutes les formes de la maladie. En effet, bien qu’il
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puisse exister un facteur principal déclencheur du processus, certains mécanismes de 1’organisme, qui

régulent les voies métaboliques, pourraient contribuer  la cascade neurodégénérative.?

L’implication des facteurs environnementaux est apparu aprés la découverte de la toxine
MPTP au début des années 80.%° Ce sous-produit dérivé de I’héroine est capable d’induire la mort
sélective des neurones nigrostratriaux chez I’humain et dans des modeles animaux, provoquant ainsi

les symptdmes moteurs observés dans la MP (Figure 3).2" %

Parallélement, différentes études réalisées chez I’animal ont montré une diminution des
neurones dopaminergiques de la SN et 1’apparition d’inclusions cytoplasmiques (similaires aux corps
de Lewy), aprés ’administration de différents pesticides.” ** Ceux-ci sont responsables du mauvais
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale et de la formation d’espéces réactives de
I’oxygéne (ERO).* La similitude de la toxine MPTP avec la molécule de paraquat (herbicide), n’a fait

que conforter I’idée de toxicité environnementale (Figure 3).

Cl Cl

Figure 3 : MPTP et paraquat

Certaines études montrent une corrélation entre la consommation importante de médicaments
anti-parkinsoniennes et des facteurs de contamination environnementale tels les métaux et pesticides.
L’exposition & ce type de substance pourrait potentialiser le risque de développer la maladie.*
Toutefois, bien qu’il existe des données épidemiologiques qui montrent cette corrélation, il n’existe
pas encore de donnés suffisantes pour établir des relations dose-réponse.®® Ces facteurs

environnementaux ne suffisent pas non plus a expliquer certains cas de MP sporadiques.

Bien qu’il existe des éléments cliniques et caractéristiques pour les formes familiale et
idiopathique de la maladie, certaines caractéristiques moléculaires sont suffisamment similaires pour

caractériser la maladie en général.**

Ainsi, d’un point de vue physiologique, la perte de neurones
dopaminergiques dans la MP est associée avec le développement des CL (Figure 1).** L’accumulation
de ces agrégats provoque une diminution sélective des synapses ainsi qu’un dysfonctionnement du

réseau neuronal qui finit par provoquer la mort neuronale.*

L’a-synucléine, composante clé des CL, est une protéine neuronale soluble du cytoplasme de
140 acides amineés localisée dans les terminaisons pré-synaptiques du systéme nerveux central. Elle

semble avoir un r6le dans la plasticité neuronale et dans la régulation de la neurotransmission
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dopaminergique.*” Dans des conditions pathologiques, cette protéine se plie de facon & former des
oligomeres et des agrégats hautement ordonnés qui s’accumulent au sein des CL sous forme de
feuillets [3.34 En effet, les concentrations de cette protéine dans le SNC dépendent de 1’équilibre entre
sa synthése, son agrégation et son élimination. L’accumulation des agrégats fibrillaires et de
protofibrilles oligomériques est corrélée a une augmentation de I’expression d’a-synucléine® et des
mutations, telles que le changement de I’Alanine en Thréonine (en position 53) ou de 1’Alanine en
Proline (en position 30) favorisant la formation d’agrégats protéiniques. Elle est en partie responsable

39-41

de la toxicité cellulaire observée dans la forme autosomale de la MP (Figure 4).”"" De plus, d’autres

études montrent que 1’accumulation de la protéine conduit au mauvais fonctionnement mitochondrial,
favorise le stress oxydatif et potentialise la dégradation des caspases (déja accentuée dans la forme

familiale de la maladie).** *

Grps
= de - >
o Lewy
1{ -
‘-\\\\
c ™~
Asrdeat Filaments d'a synucléine
gregatlon etoligomeres
feuille p
M — § K
30 i
Pro®® et Phosphorylation Phosphorylation

53 37 .
Thr Ser Tyr12513313 of 5or129
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C-terminal

Liaison aux Formation Repliement des
Fonction - vésicules de fibres protéines

Figure 4: Les différents fragments de la chaine peptidique de [’o. synucléine sont responsables de plusieurs fonctions, sa
mutation méne & differentes lésions.*®

Par conséquent, le maintien de la protéine native sous sa forme soluble semble étre une
stratégie intéressante pour le traitement de la maladie, de fagon a prévenir la toxicité neuronale que son
accumulation provoque. Pour ce faire, le mauvais repliement de la protéine peut étre diminué en
améliorant ’activité des protéines chaperonnes, telle la DJ-1, ou des systémes de protéolyse tels que la

voie UPS ou du systéme autophagique.** *°

Dans des conditions physiologiques, les protéines cellulaires sont dégradées essentiellement

via deux systemes : ubiquitine-protéasome (1’ubiquitination étant un processus enzymatique en 3

étapes (E1-E3) par lequel les protéines sont dirigées vers le protéasome pour leur dégradation), ou via
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des protéines chaperonnes de type Hsp (qui dirigent les protéines pour leur dégradation vers le

lysosome ou protéasome).

Des mutations sur les genes qui codent pour des enzymes de cette premiére voie protéolytique,
-la parkine (E3) et I’'ubiquitine C-terminal hydrolase L1 (UCH-L1) - ont été observées dans des cas de
forme familiale de la maladie. Ainsi, le dysfonctionnement du systéme de dégradation peut provoquer
I’accumulation de protéines mal repliées et aussi perturber d’autres voies cellulaires qui
habituellement dépendent d’une dégradation de protéine adéquate.>*® Le dysfonctionnement du
protéasome et I’accumulation des protéines mal repliées qui en découle provoque un cercle vicieux,

avec un exces d’agrégats protéiques anormaux et une inhibition encore plus importante du protéasome.

Des mutations des génes de I’a-synucléine, ou de protéines responsables de la dégradation de
celle-ci, sont associées au déclenchement prématuré de la maladie.*” * De ce fait, le mauvais
fonctionnement de la parkine (enzyme capable de reconnaitre des substrats spécifiques et d’induire
I’ubiquitinylation) entraine une accumulation nocive de substances non ubiquitinylées qui serait a
I’origine de la dégénérescence neuronale chez les patients porteurs de la mutation.®® Elle serait, ainsi,
responsable de prés de 50% de cas de la forme familiale de la MP.* De plus, les mutations de la UCH-
L1 (enzyme hydrolase en charge de la régénération de 1’ubiquitine) diminuent son activité, empéchant
de recycler des quantités suffisantes de monoméres d’ubiquitine indispensables a 1’adressage des

protéines cellulaires vers la dégradation par le protéasome (Figure 5) .*'

19



Chapitre 1 - Introduction

Mutation
génétique \ \
‘ \ UCH-L1
synucléine ' DJ-1? Parkine e

-
2 .07 N ?
%, .
- N
- N,
" \‘
x Y

= % ‘\r & uppression de
%F\zigp/”} N{ (r\J @ @ @ spr'::::t’éinesmal

. — repliées

Protéines repliées Protéines mal
normalement repliées ,
= « Protéasome
H N
i Y e
: i Y .
2l un o 2%
)4 3’, .. N = 77/ Dégradation
y 3 Corps de \ LY., deprotéines
Dérivés réactifde = € > L ... Lewy “ s Scte = <=
loxygéne \ 3 !
? \\
7 \
Dopamine Mort cellulaire \
programmée \
Neuroprotection
Dysfonction #
i drial
igochonceisle NEURODEGENERESCENCE

Figure 5: Mécanismes impliqués dans la neurodégénérescence.®

En dernier lieu, des mutations dans d’autres génes tels que DJ-1 (réle dans la dysfonction de
Iactivité du complexe I de la chaine respiratoire),® *° de la LRRK2 (protéine cytosolique & activité
kinase/GTPase associé a la membrane externe de la mitochondrie),” de la GBA (enzyme
glucocérobrocidase associé a la métabolisation de glycolipide et observé d’habitude dans la maladie
Gaucher), de la protéine tau, de I’antigéne de leukicyte human HLA ainsi que d’autres génes ont aussi

été observées dans certaines formes de la maladie. Toutefois, leur mécanisme reste encore a élucider.*
52,53

1.1.3 - Aspect cliniques : diagnostic de la maladie de Parkinson

D’un point de vue clinique, toutes les maladies qui présentent une déficience en dopamine au
niveau du striatum ou de zones du striatum endommagées, sont groupées sous le nom de
« parkinsonisme ». La MP est la cause la plus fréquente de ce syndrome. Le diagnostic précoce est
particulierement difficile puisque la maladie débute entre 5 et 10 ans avant I’apparition des premiers

symptdmes cliniques, lorsque plus de la moitié des neurones dopaminergiques a disparu.
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Les symptdmes moteurs qui caractérisent le parkinsonisme sont (Figure 6) : > 5%

e Bradykinésie : diminution progressive de la vitesse, et hypokinésie: réduction dans
I’amplitude du mouvement (petits pas lors de la marche).

e Akinésie : absence de mouvements inconscients normaux (balancement de bras en marchant),
face inexpressive ou immobile (hypomimie), difficulté de macher sans penser a I’acte,
micrographie (calligraphie tres petite et plus lente).

e Raideur : sensation de résistance dans le mouvement passif d’un membre (impossibilité
d’effectuer le mouvement de flexion/extension). Elle contribue a la difficulté et a la rareté des
mouvements et se concentre généralement sur les articulations et le long de la colonne
vertébrale (position voutée).

e Tremblements au repos : ils se produisent lorsque les membres sont appuyés contre une
surface et relaxés. lls sont plus fréquents a I’extrémité des membres et concernent
généralement les membres supérieurs. Ils sont responsables, par exemple, du syndrome de
« tremblement pour compter des piéces », pill-rillong, caractérisé par des mouvements
simultanés d’adduction-abduction du pouce et flexion-extension des autres doits. C’est un
symptbme caractéristique de la MP.

e Altération de la posture et de la marche : posture parfois extrémement voutée, accompagnée
d’une marche lente avec de petits pas et un balancement naturel de bras réduit. Pendant la
marche, les pieds peuvent rester « collés » au sol, surtout au début de celle-ci. La diminution

du contréle de la posture peut contribuer aux chutes.
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Figure 6 : Symptémes moteurs de la maladie de Parkinson

Le parkinsonisme peut avoir de nombreuses causes autres que la MP, mais le parkinsonisme
de la MP (dite typique) présente certaines caractéristiques propres : les symptémes se présentent et
progressent doucement, d’un seul c6té du corps, aux premiers stades de la maladie. Ils évoluent vers

une difficulté dans la marche et une instabilité posturale lors des phases plus avancées.
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La MP peut étre parfois confondue avec d’autres pathologies telles que le parkinsonisme
vasculaire ou iatrogénique, la démence a corps de Lewy, la paralysie supranucléaire progressive de
type parkinsonisme ou la dégénérescence cortico-basale. Le pourcentage d’erreur dans le diagnostic de

la maladie varie entre 10 et 20%, selon les populations étudiées.

En plus des symptdmes moteurs, la MP se caractérise aussi par un ensemble de symptémes
non moteurs, résultats du processus pathologique de la maladie. S’ils sont parfois difficiles a
reconnaitre, ils ont des conséquences importantes dans la qualité de vie du patient. Certains de ces
symptémes peuvent voir le jour quelques années avant les symptdmes moteurs; c’est la « phase pré-
motrice ».>° La phase prodromique peut survenir jusqu’a 20 ans en amont. Elle peut inclure des
troubles de I’humeur, tels que 1’apathie, 1’anhédonie (incapacité a ressentir des émotions positives) ou
la dépression, des dysfonctions cognitives, des hallucinations et troubles du comportement. La
présence d’un dysfonctionnement sensoriel, de troubles du sommeil, d’hypotension orthostatique, de

dysfonction urinaire et de constipation est recensée chez presque tous les patients.

Bien que la corrélation clinique et pathologique pour la plupart des symptémes moteurs ne soit
pas tout a fait bien comprise, la constipation, les désordres pendant la phase REM du sommeil, ou

diminution de I’odorat (hyposmie) sont des signes avant-coureurs d’une possible MP.%%

1.1.4 - Traitement de la maladie

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif pour la maladie de Parkinson, et aucune thérapie
ne s’est montrée capable de freiner la progression de la maladie. La question de quand doit commencer
le traitement thérapeutique souléve un challenge et dépend essentiellement, au départ, de I’impact des
différents symptdémes dans la vie quotidienne du patient. Idéalement, une thérapie neuroprotectrice
devrait commencer des le diagnostic de la maladie. Or aucun traitement ne semble influencer la
progression de la maladie de facon convaincante.®” Le choix du traitement doit étre réalisé en fonction
des symptdbmes, de 1’age et des capacités cognitives du patient. De plus, des thérapies non

pharmacologiques, tel que la kinésithérapie, peuvent &tre bénéfiques pour le malade.®
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Figure 7 : Stratégies thérapeutiques dans la maladie de Parkinson®®

On distingue 3 grandes classes des familles médicamenteuses (Figure 7) :

- Les médicaments visant a combler le déficit en dopamine dans le cerveau ((L)-DOPA,
agonistes dopaminergiques).

- Les médicaments permettant d'inhiber la dégradation de la dopamine ou pour corriger leurs
effets secondaires (inhibiteurs enzymatiques tels les IMAO et les ICOMT)

- Les médicaments n'agissant pas par l'intermédiaire de la dopamine (anticholinergiques,

antiglutamatergiques).

1.1.4.1 - Thérapie dopaminergique

1.1.4.1.1 - Levodopa

Depuis plus de trente ans, le traitement de la MP reste presque inchangé. La levodopa (L-
DOPA) est la thérapie de substitution de dopamine par excellence. Elle est administrée en association
avec un inhibiteur de décarboxylase périphérique (benserazide ou carbidopa, Figure 8). Cette stratégie
permet de s’affranchir du métabolisme périphérique de la L-DOPA et de réduire les effets secondaires

(dus a I’activation de récepteurs dopaminergiques périphériques.).

Jusqu’a présent, c’est le traitement symptomatique le plus efficace pour le traitement de la

maladie puisqu’aucune thérapie médicale ou chirurgicale n’est capable d’atteindre les mémes
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bénéfices antiparkinsoniens. En effet, en modulant les signes moteurs de la maladie, elle permet de

prolonger I’'indépendance du patient et ainsi améliorer sa qualité de vie.®
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Levodopa Benserazide Carbidopa

Figure 8 : Lévodopa et inhibiteurs de la décarboxylase périphérique.

Toutefois, cette thérapie présente quelques limitations : son administration aigiie provoque des
nausées, des vomissements et un risque d’hypotension orthostatique. Lors de 1’administration a long
terme, des complications motrices apparaissent. Celles-ci correspondent a des mouvements
involontaires (dyskinésies) observés lorsque les concentrations sanguines de levodopa sont trop
élevées, et sont associées avec des « périodes on ».

Lors d’un traitement chronique, aprés un certain temps, la durée des effets bénéfiques
diminuent dramatiquement par rapport a la demi-vie de la molécule. L’effet « estompé » (de 1’anglais
« wearing off ») correspond a I’aggravement moteur observé quelques heures avant une nouvelle prise
du traitement. Dans des stades plus avancées de la maladie, des « périodes off » (absence totale de
réponse au traitement) sont aussi observées. Le patient se retrouve alors avec des cycles de dyskinésies
(périodes on) alternées avec un parkinsonisme sévére (« périodes off ») (Figure 9).%2 %
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Figure 9 : Changement dans la réponse motrice associé avec un traitement chronique de levodopa. Les piques de dyskinésie

ont lieu quand les concentrations plasmatiques de levodopa sont élevées a des stades avancés de la maladie. La dyskinésie

bi-phasique correspond & des mouvements involontaires qui ont lieu en fin de demi-vie de la drogue. Les « périodes off » se
manifestent chez les patients ol les concentrations de levodopa sont sous thérapeutiques.

Dans des conditions physiologiques, chez le sujet sain, les concentrations de dopamine au

niveau du striatum sont maintenues a des niveaux stables ; lorsque les neurones dopaminergiques
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dégeénerent les concentrations de dopamine chutent et leur concentration dépend directement de la
disponibilité de levodopa périphérique. L’administration discontinue de levodopa ne permet pas de
maintenir des concentrations constantes en dopamine au niveau du striatum. Cela expose les
récepteurs dopaminergiques a des variations en neurotransmetteur trop importantes. La stimulation
pulsée et discontinue des récepteurs induit des modifications au niveau moléculaire des récepteurs
striataux ainsi que des changements neurophysiologiques dans les neurones du GP, provoquant des
complications motrices. Certaines études suggérent que 1’administration en continu de levodopa
devrait permettre de s’affranchir des complications motrices. Néanmoins, ceci n’a pas encore été

validé par des études cliniques.®® **

La combinaison d’un inhibiteur COMT (entacapone, Figure 7 et Figure 12) ou MAO-B
(seleginine ou rasagiline, Figure 7 et Figure 11) avec la levodopa peut permettre de s’affranchir des
premiers effets « wearing off ». De plus, une substitution partielle du traitement avec un agoniste
dopaminergique peut permettre de diminuer les dyskinésies induites par la levodopa. D’autre part, une
trithérapie avec du carbidopa et de la entacapone, dés le début du traitement, serait favorable pour

diminuer les fluctuations motrices provoquées par le traitement avec la levodopa.®

1.1.4.1.2 - Inhibiteurs de MonoAmino Oxidase (IMAQO)

Les inhibiteurs spécifiques et sélectifs de la monoamino oxidase B (IMAO-B) sont capables de
prolonger I’activité des dérivés dopaminergiques endogenes et exogeénes. lls sont alors une alternative
de traitement, au début de la maladie, ou en association avec la levodopa lors d’un stade avancé afin
de réduire les « périodes off ». L’inhibition de I’enzyme MAO-B permettrait de ralentir le processus
de métabolisation de la dopamine rémanente et, ainsi, améliorer les symptémes moteurs de la maladie
(Figure 10). Des inhibiteurs spécifiques de I’isoforme B sont nécessaires pour s’affranchir des effets
secondaires tels que 1’hypertension, les maux de téte, les nausées, les palpitations et la tachycardie

provoqués lors d’un blocage non sélectif de deux isoformes de 1’enzyme (MAO-B et MAO-A).%
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Figure 10 : Métabolisme de la dopamine. L’isoforme B de I’enzyme MAQO est prédominante dans le cerveau humain. Cet
enzyme est aussi capable de désaminer la f-phényléthylamine, amine endogéne capable de stimuler la libération de
dopamine et inhiber sa recapture.

La Seleginine (Eldepryl ®) et la Rasagiline (Aziltec ®) sont des IMAO-B sélectifs utilisés
chez le patient atteint de la maladie (Figure 11), soit en monothérapie, soit en thérapie associative. La
Seleginine est administrée par voie orale et posséde une biodisponibilité plus réduite que la Rasagiline
(36%) ; ce qui résulte en une efficacité trées modeste. De plus, certains de ses métabolites, de type
amphétamine, peuvent provoquer des effets secondaires. Par contre, la Rasagiline, semble étre capable
de moduler les effets de la maladie et est utilisée dans les mémes cas que précédemment. D’autre part,

elle ne produit pas des métabolites de type amphétamine.

/

H
Rasagiline Seleginine

Figure 11 : Inhibiteurs de la monoamino oxydase B.

Des études montrent que les inhibiteurs de la monoamine oxydase B sont capables de prévenir
la toxicité de la toxine MPTP s’ils sont co-administrés. En effet, ils seraient capables d’inhiber la
métabolisation de la MPTP en ion MPP*. De plus, ils semblent étre capables d’inhiber le métabolisme

oxydatif de la dopamine ce qui prévient le stress oxydatif.**
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1.1.4.1.3- Inhibiteurs de catéchol-o-méthyle transférase (ICOMT)

L’enzyme catéchol-O-méthyle transférase (COMT) intervient aussi dans la métabolisation de
la dopamine (Figure 10). Son blocage devrait permettre non seulement d’augmenter les concentrations
en dopamine disponible mais aussi d’améliorer la demi-vie de la levodopa ainsi que sa biodisponibilité
dans le cerveau. L’association de la levodopa avec des ICOMT permet aussi de réduire les « périodes
off » et prolonger les « périodes on ». Deux spécialités ont été approuvées pour le traitement des
patients avec des fluctuations motrices (Figure 12). Elles sont actuellement disponibles sur le marché :
la tolcapone (Tasmar®, action centrale et périphérique) et I’entacapone (Comtan®, action
essentiellement périphérique). Elles stabilisent les concentrations plasmatiques de levodopa en
réduisant sa transformation métabolique en 3-méthoxy-4-hydroxy-L-phénylalanine (Figure 10).®°
Toutefois, elles présentent quelques effets secondaires : des épisodes de diarrhée et une augmentation

des transaminases hépatiques ont notamment été signalés pour la tolcapone.

o) o)

OH N _ OH

g g OH ) INI OH
NO, NO,

Tolcapone Entacapone

Figure 12 : Inhibiteurs de catéchol-O-méthyl transferase.

1.1.4.1.4 -Agonistes dopaminergigues

La premiére génération d’agonistes dopaminergiques introduits en thérapie est apparue avec la
bromocriptine (Parlodel®, dérivé de 1’ergot) dans les années soixante-dix. Les dérivés de 1’ergot ont
une affinité différentielle pour les récepteurs de type D; ou D, et des demi-vies plus longues que la
levodopa. Toutefois ils ont été retirés du marché. D’autre part, si des agonistes dopaminergiques non
dérivés de D’ergot ont été décrits il y a plusieurs décennies comme ayant des activités
antiparkinsoniennes, ce n’est que récemment qu’ils ont fait 1’objet d’études cliniques. Parmi ces
composeés le pramipexole, le ropinirole, le rotigotine et le peribedil présentent de demi-vies longues et
sont capables de diminuer les épisodes de dyskinésies et « wearing off » vis-a-vis de la levodopa.®®
Une thérapie associative d’agonistes dopaminergiques et de levodopa permet de mieux contréler les
fluctuations motrices dues a leur capacité de prolonger les « périodes on » et réduire les « périodes

off ».

L’utilisation des agonistes dopaminergiques n’est pas sans risques. En effet, certains effets
secondaires tels que des nausées, vomissements, hypotension orthostatique se manifestent au début du

traitement. lls vont s’estomper progressivement & mesure que la tolérance a la drogue se développe.®
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D’autres effets secondaires au niveau central peuvent aussi étre observés : somnolence, désordres du
sommeil REM et certaines symptdmes psychiatriques (dépression, euphorie, hallucinations, paranofa,
psychose entre autres).” De plus, des épisodes de fibrose du péricarde, retropéritonéal et pleuro-
pulmonaire ont été constatés chez des patients sous traitement, notamment avec du pergolide.®® Un
edéme périphérique (notamment au niveau de la jambe) a également été remarqué pour des
traitements, de plus de deux ans, avec la plupart des agonistes dopaminergiques. Ceci pourrait
s’expliquer du fait que la dopamine a un réle trés important dans la régulation du systéme nerveux

sympathique, de la sécrétion d’aldostérones et les canaux de Na/K ATP dépendant.

Un autre agoniste dopaminergique, I’apomorphine (agoniste non sélectif D; et D, like), est
utilisé non pour prévenir mais pour traiter les « épisodes off » chez des patients présentent une

difficulté a marcher ou a parler. Elle agit en mimant la dopamine dans le systeme nerveux central.

1.1.4.2 - Thérapies non dopaminergiques

Des monothérapies non dopaminergiques peuvent é&tre utilisées dans le traitement
symptomatique au début de la maladie, afin de retarder au maximum 1’administration de levodopa (ou
d’agonistes dopaminergiques), ou de facon concomitante avec ces derniers afin de maintenir leur
doses faibles et réduire les risques de développement des fluctuations a long terme. Il s’agit des
thérapies utiles lors du traitement des symptémes moteurs résistants a la levodopa tels que le manque

, J Lo 7
d’équilibre ou des tremblements sévéres.®® "

1.1.4.2.1 - Anti cholinergigues

L’administration des antagonistes de récepteurs muscariniques a été une des premiéres
thérapies utilisées pour le traitement de la maladie.” L’utilisation des anticholinergiques réside sur le
fait que la perte des neurones dopaminergiques s’accompagne d’une augmentation de la concentration
d’acétylcholine dans le striatum favorisant ainsi les signes moteurs. Toutefois, leur faible bénéfice est
souvent associé a des troubles psychiatriques et cognitifs pouvant s’expliquer en partie par leur action
dans d’autres régions du cerveau.”™ "> D’autres effets secondaires tels que le risque de glaucome, de
sécheresse buccale, de constipation et de rétention urinaire sont aussi observés.” Parmi les molécules
de cette classe thérapeutique se trouvent le trihexyphenidyl (Artane®), benztropine mesylate

(Cogentin®) et procyclidine (Figure 13).
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trihexyphenidyl (Artane ®) benztropine mesylate (Cogentin®) procyclidine
Figure 13 : Anticholinergiques

1.1.4.2.2 - Antagonistes de récepteurs glutamatergiques

La MP est associée a une augmentation de la transmission glutamatergique dans le circuit des
ganglions de la base. Le blocage des récepteurs ionotropiques associés (NMDA et AMPA) présente un
intérét thérapeutique.'® ™ Bien que certains antagonistes des récepteurs au glutamate aient montré une
réduction des symptdmes moteurs dans des études précliniques,” leur utilisation thérapeutique chez
I’humain n’est pas envisageable de par les effets secondaires qu’ils provoquent. Ces derniers sont
causés par leur large distribution dans le cerveau.®” Le seul antagoniste du récepteur NMDA utilisé
actuellement en thérapie présentant des bonnes propriétés anti-dyskinétiques,” bien que contesté par

certains auteurs,”’ est ’amantadine (Figure 14).

NH,

HCI

amantadine

Figure 14 : Anti glutamatergique

1.1.4.2.3 - Antagonistes du récepteur Ay,

Les corps et terminaisons des neurones GABAergiques de la voie striatopallidale indirecte
sont trés riches en récepteurs A,, a adénosine. L’activation de ces récepteurs, fonctionnellement liés
aux récepteurs dopaminergiques D,, augmente la libération de GABA dans le GPe.” Ceci semble
contribuer a une activité augmentée de la voie indirecte dans la maladie de Parkinson. Le blocage de
récepteurs A,, dans les neurones striatopallidaux diminue les effets post synaptiques dus a la
diminution de dopamine et par conséquent les déficits moteurs.” De plus, la stimulation exacerbée des
récepteurs NMDA, provoquée par 1I’augmentation des concentrations glutamatergiques au niveau
corticostriatal, favorise la libération d’adénosine et I’activation des récepteurs AP Le blocage de ces

derniers se présente donc comme un intérét majeur dans la thérapie pour le traitement de la maladie de
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Parkinson. Les différentes molécules développées jusqu’a présent seront traitées dans la section du

récepteur A,.

1.1.4.3 - Traitement des symptémes non moteurs

Des symptdmes non moteurs sont observés la plupart du temps chez le patient. lls constituent
un réel handicap pour le patient et diminuent sa qualité de vie. lIs ne sont pas pris en charge par les
thérapies antiparkinsoniennes et sont méme parfois provoqués par ces dernieres. lls sont regroupés
dans quatre catégories principales, a savoir, troubles neuropsychiatriques, du sommeil, sensoriels et du

systéme autonome.

Bien qu’il s’agisse de troubles communs a la majorité de patients, trés peu d’études
s’intéressent a leur traitement, se concentrant surtout sur le traitement des troubles
neuropsychiatriques. La clozapine (Clorazil®, Figure 15), un antipsychotique atypique, est I’agent le
plus efficace chez le patient, toutefois son efficacité se voit contrabalancée par les risques
d’agranulocytoses qu’elle provoque. La quetiapine (Seroquel®, Figure 15), appartenant a la méme
famille thérapeutique, est utilisée en premiére intention car elle ne présente pas ce risque. Cependant,

méme si elle est plus facile a utiliser, certaines études contestent son efficacité.®’
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clozapine quietapine

Figure 15 : Antipsychotiques atypiques utilisés pour le traitement des symptdmes non moteurs dans la MP.

1.1.4.4 - Thérapie chirurgicale

Les thérapies plus invasives telles que la neurostimulation profonde peuvent étre envisagees
dans des stades plus avancés de la maladie. Il s’agit d’une technique développée il y a plus de 50 ans
ou des électrodes sont placées dans des régions spécifiques du cerveau impliquées dans la fonction
motrice. Bien que ce soit une technique onéreuse en début de traitement, elle se voit rentabilisée par la
suite (elle compense le colt des médicaments). Préconisée chez les patients qui ne répondent pas a la
thérapie médicamenteuse, ou avec des effets indésirables trop importants, elle permet d’améliorer les

troubles moteurs tels que 1’akinésie, la rigidité et les tremblements.>* >
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1.2-La Maladie d’Alzheimer

La maladie d’Alzheimer (MA) est un probléme économico-socio-médical trés important dans
la société contemporaine. 11 s’agit du désordre neurologique le plus courant, avec plus de 35 millions
de malades dans le monde, qui affecte principalement les personnes agées. Elle est responsable de plus
de 70% de cas de démence et le nombre de cas augmente de fagon proportionnelle a celle de
I’espérance de vie. C’est une maladie neurologique dévastatrice comprenant différents stades
d’évolution (déclins cognitifs faibles, modérés ou séveres), ainsi que certains syndromes

psychologiques et comportementaux tels que la dépression, la psychose et I’agression.®

Elle a été décrite pour la premiere fois par le médecin allemand Alois Alzheimer en 1906, qui
apres analyse du cerveau d’une patiente (Auguste Deter, présentant un délire de jalousie et une
diminution des fonctions intellectuelles), a pu constater la présence de plagues amyloides (Figure 16)
et des amas anormaux de fibrilles dans les neurones.®? La mort des cellules nerveuses, gue ces deux

lésions provoguent, cause des troubles de la mémoire, du comportement et de la capacité de penser.

Ainsi, des taches anodines de la vie quotidienne (telles que marcher ou avaler) deviennent
t83,84

extrémement difficiles pour le patien

Figure 16 : dessin original des Iésions réalisé par A. Alzheimer

La compréhension de la physiopathologie de la maladie change constamment. Bien qu’il
existe deux marqueurs caractéristiques (le peptide beta amyloide et la protéine tau
hyperphosphorylée), il semblerait qu’ils ne soient pas tout a fait responsables de la maladie mais plutot
une réponse de l’organisme dans sa lutte contre le stress oxydatif. En plus de ces deux lésions
caractéristiques, la dysfonctionnement mitochondrial, le stress oxydatif chronique, la
neuroinflammation, le déséquilibre hormonal, le dysfonctionnement du fuseau mitotique, 1’altération
du transport de calcium et des composantes génétiques sembleraient jouer un réle trés important dans

la mort neuronale observée dans la MA.%°
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1.2.1 - Epidémiologie

Avec plusieurs millions de personnes malades dans le monde, cette maladie présente environ 7
millions de nouveaux cas chaque année. Ainsi, & progression constante, en 2050, plus de cent millions

de personnes seront atteintes de la maladie dans le monde entier.®

Avant 65 ans, cette maladie reste rare. En effet seulement moins de 2% des cas sont observés
avant cet age. Le risque de développer la maladie augmente avec 1’dge, avec une prévalence de 15% a
80 ans. De plus, les femmes semblent étre plus prédisposées que les hommes a développer la maladie,
puisque environ 60% des patients sont des femmes. Ceci est probablement corrélé avec leur espérance
de vie plus longue.®® Actuellement, il n’existe pas de traitement curatif pour la maladie. De ce fait, si

rien ne change, 1 francais sur 4 de plus de 65 ans sera atteint de démence d’ici 2020.%

Les dépenses engagées pour les colts médico-sociaux directs, ajoutés a ceux de prévention et
d’information sont trés élevés. En effet, d’aprés un rapport de I’OMS en 2010, le codt sociétal global
pour la prise en charge de la maladie était estimé a 483 billions d’euros.’ En France, les codts
engendrés par la maladie représentent 0.6% du produit interne brut, avec une dépense moyenne de 22
000 euros par an et par patient. Cela représente plus de 18 milliards d’euros a I’année pour 1’ensemble
de patients, dont 75% de dépenses correspondent aux frais médico-sociaux et 25% aux dépenses

médicales.®

1.2.2 - Etiologie et physiopathologie

Aprés la mort du patient, I’autopsie révéle une atrophie visible des parties du cerveau, a
savoir : le cortex frontal, temporal et pariétal ainsi que 1’hippocampe et I’amygdale. Ils sont tous
impliqués dans I’apprentissage et la mémoire. Cette réduction de la masse cérébrale est due a une perte

neuronale et des synapses importante (Figure 17).%
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Figure 17 : @) comparatif des cerveaux d’une personne « normale » (gauche) et d 'une personne atteinte de la MA (droite). b)
Par imagerie PET il peut étre observé une diminution du métabolisme énergétique dans le cortex frontal et lobe temporal
chez le patient, ceci montré par une faible capture de glucose (rouge et jaune).®

Des données montrent que la MA n’est pas forcément le résultat de 1’age. Toutefois, 1
personne sur 3 est diagnostiquée pour la maladie aprés 85 ans. Bien que plusieurs Iésions moléculaires
aient été détectées dans la maladie, I’accumulation de protéines mal repliées semble étre responsable
du dommage inflammatoire provoquant ensuite des déficiences énergétiques et la dysfonction

synaptique chez le malade.®

La premiére forme de la maladie, la forme dite familiale, est due a des mutations génétiques.
En effet, elles sont responsables d’un faible pourcentage de cas de la MA (< 1%). A ce jour, trois
mutations génétiques ont été déja identifiées dans lesquelles les génes qui codent pour I’APP et pour
les protéines PS-1 et PS-2 semblent &tre impliqués. Dans ce cas, la maladie se developpe bien avant 65

ans et a déja été identifiéé a I’age de 30 ans.*

Une deuxieme forme de la maladie (la plus fréquente) est une forme non familiale dite
sporadique. Elle se manifeste généralement chez I’adulte de plus de 65 ans. Les causes primaires de la
maladie demeurent méconnues. Cependant, les facteurs principalement suspectés sont : 1’age, le stress,
I’intolérance au glucose, les facteurs cardiovasculaires, 1’obésité, ainsi que des facteurs génétiques. Ils

pourraient étre a I’origine de cette cascade de dégradations neuropathologiques et biochimiques.

Malgré de nombreux facteurs étiologiques, le diagnostic définitif pour tous les patients atteints

de MA inclut I’accumulation de plaques séniles composées de peptides Af, I’hyperphosphorylation de
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la protéine tau (P-tau), constituant principal des fibrilles intracellulaires (NFTs), en liaison avec la

perte des neurones et des synapses.” %

Les peptides AP sont issus du métabolisme de I’APP (Amyloid Protein Precursor), de
longueur de chaine entre 36 et 43 acides aminés. Ce sont les fragments les plus longs (42 ou 43 acides
aminés, ABs, ou APg3) les plus sensibles a ’agrégation. Les enzymes responsables de la protéolyse de
I’ APP sont la BACE-1, une B-sécrétase et un complexe y-sécrétase (une protéine complexée avec PS-1
dans son centre catalytique et PS-2 entre autres). Des défauts génétiques portant sur les protéines
responsables de sa métabolisation sont susceptibles d’augmenter 1’accumulation de I’ Af4, toxique et
donc son agrégation.” D’autre part, des mutations sur la séquence peptidique de la protéine APP
seraient susceptibles de former des peptides AP avec une prédisposition accrue a 1’oligomérisation
(Figure 18).** La concentration élevée des agrégats serait un des principaux facteurs responsables du

début de la maladie.
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Figure 18 : Métabolisation de I’APP. a) de fagon trés simplifiée, en conditions physiologiques I’APP est clivé par leS
enzymes BACE et le complexe y secrétase. Apres une premiere coupure par la BACE un ectodomaine est libéré. Le fragment
encore ancré dans la membrane fait I'objet d 'une métabolisation par les enzymes du complexe y secrétase (PS1, PS2, APH]I,
PEN2 et NCT). Ce clivage libére un fragment Af au niveau extracellulaire et un domaine AICD a l'intérieur de la cellule. b)

les sites de clivage par le complexe y secrétase sont montrés. La coupure se fait en plusieurs fois et sur des sites différents.
Ceci peut fournir des peptides de différentes longueurs, & savoir 38, 40 et 42 acides aminés.**

La deuxieme lésion caractéristique dans la MA est la formation d’amas neurofibrillaires a
I’intérieur des neurones. La composante principale de ces amas est une protéine Tau anormalement
hyperphosphorylée qui s’agrege. Il s’agit d’une protéine soluble, responsable de 1’assemblage et de la
stabilisation des microtubules, présente en grand quantité dans les axones (Figure 19). Quand elle est
hyperphosphorylée, la protéine devient insoluble et forme des structures hélicoidales filamenteuses,
n’interagissant plus avec les microtubules.* 11 sont responsables de la diminuention du transport
axonal et favorisent la mort des neurones.®® Ainsi les agrégats anormaux de protéine Tau sont

cytotoxiques pour les cellules et provoquent des déficits cognitifs.®’
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Figure 19 : L hyperphosphorylation de la protéine tau provoque la formation d’amas neurofibrillaires a l'intérieur des
neurones. La protéine n’arrive plus a stabiliser les microtubules, cela provoque leur désintégration. La communication
biochimique entre neurones se voit endommagée & cause la diminution du transport neuronal.*

Bien que les plaques amyloides et la protéine Tau hyperphosphorylée soient les marqueurs les
plus étudiés dans la maladie, ils ne semblent pas étre les seuls responsables du déclin des fonctions
cognitives. Ainsi, dans un premier temps, avant méme la formation de plaques, il y aurait des
altérations subtiles dans I’efficacité des synapses de I’hippocampe chez le patient.”® Une fois apparus,
les agrégats vont ensuite contribuer au bouleversement de la fonction synaptique en inhibant 1’action

de différentes molécules importantes dans la cognition.

Parmi les facteurs qui contribuent au dysfonctionnement synaptique, la libération de glutamate
est perturbée, tant au niveau pre- que post-synaptique. Ceci en partie di a I’endocytose des récepteurs
de surface NMDA et AMPA.% % Dautre part, les niveaux des substances neurotrophiques favorables
a la prolifération, la différentiation et la survie de neurones et de la glie sont diminués dans des stades

avancés de la maladie. Des concentrations faibles en BDNF ont été observées dans la maladie.'®

Des déficits dans la transmission cholinergique ont aussi été observés (ils ont en effet constitué
la premiére hypothese pour la MA). Les neurones cholinergiques ainsi que les récepteurs nicotiniques
et muscariniques associés sont diminués dans les régions du cortex et de I’hippocampe chez le sujet
malade.’* De plus, les niveaux de I’acétylcholine transférase (responsable de la synthése de

I’acétylcholine) diminuent de maniére proportionnelle au déficit cognitif.*®

En dernier lieu, il existe une composante mitochondriale et inflammatoire de la maladie. Les

plaques AP interagissent avec les enzymes de la chaine respiratoire. Cela provoque un
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dysfonctionnement dans le transport d’électrons, la production d’ATP et le potentiel de membrane. La

formation d’ERO provoque un stress oxydatif finissant par provoquer la mort neuronale.®

Ces mémes plaques amyloides provoguent la neurodégénérescence via ’activation de cellules
microgliales et d’astrocytes. La réponse inflammatoire déclenchée par la microglie provoque la
libération de tout un panel de médiateurs de I’inflammation, tels que les cytokines neurotoxiques. '
Une fois la microglie activée, elle peut recruter des astrocytes qui augmentent la réponse
inflammatoire vis-a-vis des dépots amyloides. Cette composante neuroinflammatoire est caractérisée
par une phase de réponse aiglie via des cytokines, I’activation de la cascade du complément et
I’activation de systémes enzymatiques pro inflammatoires [tels que la oxyde nitrique synthétase
(iNOS) et la cyclooxygenase-2, (COX-2), Figure 20].*®
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Figure 20 : Neuroinflammation dans la MA. Les agrégats AB activent la microglie, en partie par [’activation des récepteurs
Toll-like (TLRs) et RAGE. Les récepteurs activent les facteurs de transcription NF-xB et AP-1, qui augmentent la production
d’ERO et conduisent a la production de cytokines. Les facteurs inflammatoires agissent directement sur les cellules
cholinergiques et stimulent les astrocytes qui augmentent ensuite le signal pro-inflammatoire donc les effets neurotoxiques.

L’apoptose des neurones provoque la libération de I’ATP contenu activant la microglie via des récepteurs purinergiques
P,X;.1%

1.2.3 - Aspect clinique

A ce jour, il n’existe pas de marqueurs permettant le diagnostic réel de la maladie lorsque le
patient est en vie. Le diagnostic neuropathologique est établi grace a la reconnaissance des Iésions
élémentaires.® Pour ce faire, les consignes du NINCDS-ADRDA™ selon lequel le diagnostic est classé

comme définitif, probable ou possible (selon I’existence d’une confirmation histologique ou non).*’

“ National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke - Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association
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De maniere générale, les patients atteints de la maladie présentent des troubles mnésiques, une
détérioration du langage et des troubles du comportement (apathie, psychose, changements d’humeur,
agitation). Ce sont des signes caractéristiques de la maladie.’® Au fur et & mesure qu’elles s’installent,
les difficultés a réaliser des activités ordinaires de tous les jours s’accroissent. Des études d’imagerie
(scanner) ou PET jouent un role important dans le diagnostic de la maladie. D’autre part, des analyses
biochimiques de la fonction thyroidienne ou des niveaux de vitamine B, dans le plasma sont aussi

nécessaires pour écarter d’autres types de démence.””’

1.2.4 - Traitements

A T’heure actuelle, il n’existe pas de traitement curatif de la maladie. Il s’agit donc de traiter
les symptomes et préserver les capacités du patient. Il existe deux types de traitements : le traitement

médicamenteux et le traitement de symptémes comportementaux.

1.2.4.1 - Les traitements médicamenteux

Bien que la MA soit connue depuis plus d’un siécle, seulement cinq drogues ont été
approuvées par la FDA pour son traitement. Malgré le fait que tout soit mis en ceuvre pour
I’identification des nouvelles molécules, la multitude de mécanismes pathogéniques impliqués dans la
maladie ralentit considérablement la découverte de nouveaux traitements.*

On distingue 3 grandes classes des familles médicamenteuses :

- Les médicaments visant a maintenir les niveaux d’acétylcholine par I’inhibition de I’enzyme
responsable de sa métabolisation (inhibiteurs de cholinestérase).

- Les médicaments visant a réduire ’activité du glutamate via le blocage de ses récepteurs
associés (les antiglutamatergique).

- Les médicaments traitant les troubles psycho-comportementaux associés a la maladie

(antipsychotiques, ISRS...).

1.2.4.1.1 - Les anticholinestérasiques (AchE)

Le systeme cholinergique (impliqué dans la cognition, I’apprentissage et la mémoire) est
affecté dans la MA, comme vu précédemment. Le dysfonctionnement de ce systéme se traduit a
plusieurs niveaux. Ainsi, les concentrations de 1’enzyme choline acétyltransferase, la recapture de

choline et la quantité des récepteurs cholinergiques se voient diminués.'®

37



Chapitre 1 - Introduction

Aujourd’hui, 4 inhibiteurs de cholinestérases, des agents destinés spécifiquement a stimuler
I’activité cholinergique rémanente, sont, dans le meilleur des cas, partiellement effectifs dans le
traitement des manifestations cliniques de la maladie. La tacrine étant arrétée pour des problémes
d’hépatotoxicité, il existe actuellement trois de ces médicaments sur le marché (Figure 21).% *° Ceux-

ci sont indiqués chez les patients atteints d’'une MA légere, voire modérée.
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Figure 21 : Inhibiteurs de l’acétylcholine transférase

1.2.4.1.2 - Les anti-glutamates

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur qui joue un ro6le trés important dans la
cognition, 1’apprentissage et la mémoire. Les membranes postsynaptiques sont riches en récepteurs
NMDA au glutamate. Des études ont montré que des concentrations élevées de glutamate et une
excitation continue des récepteurs provoquent le dysfonctionnement d’autres systémes de
neurotransmetteurs, tels que celui de la sérotonine ou du GABA. De ce fait, des antagonistes des

récepteurs NMDA atténuent 1’activité du glutamate.

Cette classe thérapeutique ne contient qu’un seul médicament : la mémantine (Ebixa®)

(Figure 22), un antagoniste non compétitif de récepteurs NMDA voltage dépendant,™*

qui traite les
symptémes cognitifs de la maladie. L’utilisation de ce type de médicament permet de moduler
I’affinité des récepteurs NMDA pour le glutamate et d’améliorer les symptomes. En effet, des études
ont montré que le traitement avec la mémantine protege aussi les cellules de la toxicité induite par le
peptide AP, diminue 1’apoptose des cellules et protége du stress oxydatif.'> Ce médicament est

indiqué pour le traitement des cas modérés a sévéres de la MA.*
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NH,

Mémantine

Figure 22 : Mémantine : antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA.

1.2.4.1.3 - Les traitements des symptdmes comportementaux

Les troubles psycho-comportementaux sont présents chez plus de 80 % des patients souffrant
de la MA. Les symptomes les plus fréquemment observés sont I’irritabilité, la dépression et I’anxiété
au début de la maladie, puis de I’apathie, agitation et agressivité un peu plus tard. Ces symptdémes

varient en fonction des individus mais s’aggravent généralement au cours de la maladie.**®

Les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (ISRS) ont prouvé leur efficacité sur la
tristesse, I’irritabilité, DI’anxiété et [D’hostilité. Les antipsychotiques atypiques réduisent
significativement 1’agitation, 1’agressivité, les hallucinations et les idées delirantes. Les épisodes
dépressifs sont traités grace aux antidépresseurs de deuxieme génération. Ils agissent aussi contre les

fluctuations de I’humeur.***

1.2.4.1.4 - D’ autres stratégies thérapeutiques

Différentes stratégies cherchent a atténuer les symptdbmes de la maladie en attaquant
notamment ses deux Iésions caractéristiques. Ainsi, plusieurs groupes de recherche travaillent sur des
thérapies visant la protéine Tau, soit en modulant les kinases en charge de sa phosphorylation, soit en
stabilisant les microtubules, soit en favorisant la métabolisation des agrégats de protéine Tau

hyperphosphorylée, soit en empéchant son agrégation.™

D’autre part, des stratégies qui ciblent les agrégats [ amyloides ont été les plus développées
ces derniéres années. En effet, plusieurs groups s’intéressent a la modulation des sécrétases en charge
de la coupure de I’APP, dans la modulation du transport du peptide AP et dans 1’¢élimination des

agrégats.*'®

Finalement, d’autres stratégies s’intéressent a d’autres neurotransmetteurs impliqués dans le

processus cognitif, tels que la sérotonine,*'” I’histamine,'*® le GABA,'** ou des neuro-modulateurs tel

, . 120
que 1’adénosine.
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1.3 - Le récepteur Ay, et les maladies neurodégénératives

1.3.1 - L’adénosine et ses récepteurs

1.3.1.1 - L’adénosine

L’adénosine (Figure 23) est un neuromodulateur ubiquitaire, libéré ou capturé selon un
gradient de concentration a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule, qui agit sur I’homéostasie des
cellules de I’organisme.'?* Elle a été reconnue comme un régulateur physiologique du tonus coronaire
en 1929'# mais c’est seulement 40 ans plus tard que Sattin et ses collaborateurs montrent qu’elle

régule Iactivité cellulaire via des récepteurs de surface.'?

L’adénosine extracellulaire a un role cytoprotecteur a action locale dans I’organisme. Elle
protege et répare les dommages cellulaires soit en augmentant I’apport d’oxygene, en intervenant lors
d’un épisode ischémique, soit en déclenchant une réponse anti-inflammatoire ou en promouvant
I’angiogénese.”” Impliquée dans la production d’énergie, elle produit plusieurs effets

pharmacologiques en agissant sur des récepteurs membranaires en périphérie et au niveau central.
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Figure 23 : Adénosine

En plus de son réle neuromodulateur direct, a niveau pré et post-synaptique, elle peut aussi
agir indirectement sur le SNC, en modulant I’activité de différents systémes de neurotransmetteurs

grace & une interaction sophistiquée.'®

Ainsi, bien qu’elle ne soit pas un neurotransmetteur en elle-
méme, elle agit via ses récepteurs sur la libération du GABA, du glutamate, de 1’acétylcholine et de la

dopamine.*?®

11 s’agit d’un nucléotide de type purine endogéne présent a des concentrations basales dans
I’espace extracellulaire. Ses concentrations augmentent de fagon drastique, lors d’un épisode de stress,
grace a une cascade enzymatique auto-régulée qui permet de libérer de 1’adénosine dans 1’espace

extracellulaire et ainsi protéger les organes des dommages causés par le stress.”” **® De cette fagon,
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les concentrations en adénosine peuvent augmenter jusqu’a 100 fois par rapport a sa concentration

basale et ainsi activer des récepteurs de basse affinité.*?®

Elle peut étre synthétisée a I’intérieur de la cellule (puis libérée dans I’espace extracellulaire)
ou a ’extérieur, a partir de la S-adénosylhomocystéine et de I’AMP, apres déphosphorylation, par une
série d’ecto-nucléotidases.’”® L accumulation d’adénosine est limitée par son catabolisme en inosine

via une désaminase a adénosine ou une kinase pour former de I’AMP (Figure 24).
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Figure 24 : Métabolisme de I'adénosine

1.3.1.2 - Récepteurs a adénosine

Les récepteurs a adénosine sont des récepteurs membranaires qui appartiennent a la famille
des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).*° IIs ont été classifiés initialement en deux familles
différentes selon leur réponse pharmacologique aprés stimulation (A,) ou inhibition (A; et Az) de
I’adénylate cyclase (AC)."*" %

A ce jour, quatre sous-types de récepteurs & adénosine ont été identifiés, purifiés et clonés chez
certains mammiféres et non mammiféres.”*® Le récepteur A, est le plus affin a 1’adénosine et le mieux
conservé entre les espéces. Il est exprimé dans tout 1’organisme avec de fortes concentrations dans le
cerveau et les tissus périphériques tels que le foie, le rein et le tissu adipeux.’*® Sa stimulation
provoque I’inhibition de I’AC et des canaux calciques voltage dépendants couplés aux protéines G.

Les récepteurs a adénosine A, ont été divisés en A,, et Ay, selon leur affinité vis-a-vis

I’adénosine. Ils présentent une haute homologie dans leur séquence peptidique et sont exprimés dans

tout 1’organisme.
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Récepteur A Az Ay Az
Distribution Cortex cérébral ; Striatum Uniforme Hippocampe
(SNC) hippocampe, (faiblement (faiblement
thalamus, moelle abondant) abondant)
épiniere
Protéine G Giro Gs, Goit G;, Gq G;, Gq
Effets | AMPc 1 AMPc 1T AMPc | AMPc
1 1P 1 IPs 11Ps
1K
l Ca2+
Ki (nM) 70 1500 5100 6500
adénosine

Tableau 1 : Distribution, effets et affinités des récepteurs a adénosine.

Le récepteur A,, est hautement exprimé dans le cerveau, le thymus, les leucocytes et les
plaquettes.’* Dans le cerveau, les récepteurs A, sont trés fortement exprimés au niveau post-
synaptique dans le striatum et de fagon modérée dans les terminaisons neuronales pré-synaptiques du
cortex et I’hippocampe.*® La voie d’action utilisée par ces récepteurs varie selon le type de cellule sur
laguelle il agit, ainsi il est surtout associé a des protéines G a niveau périphérique et a une protéine
Gor dans le striatum.*® Ils modulent la production d’AMPc via leur couplage & une protéine G et
activation de I’AC. La production d’AMPc permet de moduler la voie dépendante de protéine kinase
A (PKA), la formation d’inositol phosphate, ’activation de la protéine kinase C et les niveaux de

calcium intracellulaire ainsi que la libération de neurotransmetteurs.*
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Ca®

‘ PKAT

phosphodiestérases «

AMPc T

Translation géne

Figure 25 : Action de I’activation du récepteur A,, dans la cellule.

Le récepteur A; a été le dernier sous-type de récepteur a adénosine identifié. C’est le sous-type
qui présente le plus de différences d’homologie avec les autres récepteurs de la famille et se localise
surtout au niveau périphérique. Dans le cerveau, il se localise dans I’hippocampe. Tel le récepteur Ay,

il agit via une protéine G; en inhibant 1’activité de I’AC.**
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1.3.1.2 - Homo- et hétérodimerisation du récepteur Az,

Les récepteurs couplés aux protéines G peuvent exister sous forme d’homodiméres comme
cela a été montré par BRET en 2004 dans les travaux de Canals et ses collaborateurs.*® Le récepteur
Ay, peut aussi étre associé¢ a d’autres récepteurs couplés aussi aux protéines G pour former des
hétérodimeres. Leur association peut altérer 1’activité des deux récepteurs. C’est par exemple le cas du
récepteur dopaminergique D, avec le récepteur a adénosine A;. Cette association a des conséquences
pharmacologiques. Le seul pré-requis pour I’interaction entre deux récepteurs est leur co-localisation

dans la méme cellule.

1.3.1.2.1 - Hétérodimerisation Ai/Az,

Le récepteur a 1’adénosine A; est également exprimé au niveau du striatum. Des études de
microdialyse in vivo ont ainsi montré que le récepteur A; se localise au niveau présynaptique des
terminaisons dopaminergiques ou il empéche la libération de dopamine. Les antagonistes du récepteur
A; facilitent la libération de dopamine dans le striatum et potentialisent la réponse dopamine
dépendante. De plus, A; se localise dans d’autres régions du cerveau importantes dans le processus
cognitif, son inhibition augmente la libération d’autres neurotransmetteurs dans I’hippocampe™ et

L. . , . N . 144
améliore I’apprentissage et la mémoire dans des modéles animaux.'*
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Figure 26 : L’adénosine, via le récepteur A;, exerce une modulation globalement inhibitrice de la transmission synaptique.
Lorsque les concentrations en adénosine sont faibles, les récepteurs A; sont activés en priorité, ce que conduit a une
diminution de la libération de glutamate et par conséquence ’excitabilité neuronale et la réponse des récepteurs NMDA.
Lors du processus pathologique, les concentrations en adénosine, plus importantes activeraient le récepteur A,, en priorité,

exacerbant ainsi la libération de glutamate et son effet cytotoxique.
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Des études ont montré la capacité du récepteur A; a former des hétérodimeres avec le
récepteur A,, dans les terminaisons des neurones glutamatergiques du striatum. A cet endroit, ils
jouent un role important dans I’activation motrice. L’adénosine présentant une affinité plus importante
pour A; que A, En fonction de la concentration en adénosine, il existerait une régulation croisée des
deux récepteurs. Ainsi, des concentrations faibles d’adénosine activeraient le récepteur A; et les
mécanismes inhibiteurs associés a sa protéine (inhibition de neurotransmission glutamatergique). En
contrepartie, des fortes concentrations du neuromodulateur activeraient plut6t le récepteur A, et, d0 a
la régulation croisée, celui-ci diminuerait I’activité de A, (facilite la libération de glutamate, et par

conséquent favorise I’excitotoxicité neuronale, Figure 27).1*" 142

L’antagonisme des deux récepteurs
serait synergique, car I’inhibition de A; facilite la libération de dopamine,143 et ’inhibition de A,

augmente la réponse post-synaptique a la dopamine.
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Figure 27 Les hétérodimeres A;/A,, sont localisés dans la membrane des terminaisons glutamatergiques pré synaptiques du
striatum. Des concentrations élevées d’adénosine favorisent la stimulation du récepteur A, et diminuent la capacité du
neuromodulateur de se lier au récepteur A, dans I'hétérodimére.*

1.3.1.2.2 - Hétérodimérisation D,/A;,

Comme vu précédemment (page 15), la dopamine facilite 1’activité motrice par 1’excitation
des récepteurs D; (exprimés dans la voie directe) et par I’inhibition des récepteurs D, exprimés dans
les neurones gabaergiques de la voie indirecte. Il a été observé dans des études chez I’animal que la
co-localisation de D, et du récepteur A,, dans ces neurones permettaient aux agonistes de A,, de
diminuer I’affinité du récepteur D, pour la dopamine.**® En contrepartie, les antagonistes du récepteur
A, potentialisent les effets du récepteur D, dans I’activité motrice, la libération de neurotransmetteurs
et I’expression striatale de c-Fos (facteur de transcription utilisé comme marqueur de I’activité

neuronale).'*
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Des travaux ont montré I’existence de mécanismes de contrdle postsynaptique pour la
libération de glutamate par au moins deux types d’interaction antagoniste réciproque entre Ay, et D,.
Ces deux récepteurs forment un hétérodimére et par une interaction allostérique, le récepteur A,, est
capable de moduler de facon inhibitrice la stimulation des récepteurs NMDA. Leur interaction est
associée a une action motrice diminuée (Figure 28, Figure 29)."" Une deuxiéme action qui lui est
associée aurait lieu entre les deux récepteurs qui ne forment pas d’hétérodiméres. Ainsi, a des
concentrations dopaminergiques élevées, 1’activation de la protéine G; associée a D, primerait sur celle

d’A,, et s’opposerait a I’action de sa protéine G associée.'*®

@® Adénosine

@ Antagoniste du récepteur Ay,

Bloque signal dopaminergique Rétablit signal dopaminergique

Figure 28 : L activation du récepteur Ay, par l'adénosine diminue [’action de D,. Le blocage du récepteur A, par un
antagoniste permet de rétablir le signal dopaminergique ce qui a par conséquence un effet bénéfique dans le controle des
mouvements.

De par le rdle clé que joue le récepteur A,, dans la régulation de la neurotransmission
dopaminergique dans le striatum, des molécules agissant sur ce récepteur seraient susceptibles d’avoir
un intérét dans le traitement des maladies neurologiques ou il existe une dysfonction dopaminergique,
tel la MP.'*
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Figure 29 : Action du récepteur A,, dans les terminaisons pré et post synaptique - des neurones'*

1.3.2 - Le récepteur A,, et les maladies neurodégénératives.

1.3.2.1 - Ay, et Maladie de Parkinson

Plusieurs groupes de recherche s’intéressent a 1’étiologie de la MP afin de trouver des
traitements préventifs et non simplement symptomatiques. Des études épidémiologiques complétées
par des travaux sur des modeles animaux ont permis d’établir un lien entre la caféine (un antagoniste
non sélectif du récepteur A,,, Figure 30) ou des antagonistes sélectifs du récepteur A,, et le risque de

développer la MP. Il a ainsi été observé une diminution de la dégénérescence des neurones
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Figure 30 : Caféine.

dopaminergiques du striatum.**

Le mécanisme par lequel 1’antagonisme des récepteurs A,, protége de la neurodégénérescence
dopaminergique n’est pas tout a fait clair. Toutefois, le fait que ce récepteur interagisse avec d’autres
neurones des ganglions de la base laisse penser qu’il s’agirait d’un mécanisme global impliquant

plusieurs éléments cellulaires comme cela est illustré dans la Figure 31.
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Figure 31: Mécanisme par lequel 1’antagonisme du récepteur A,, aurait une activité anti parkinsonienne. Selon
[’organisation des ganglions de la base, chez le sujet sain (a) la dopamine (en bleue) contenue dans le SNc agirait via la
stimulation de D, dans la voie directe et en inhibant D, dans la voie indirecte afin de réguler les mouvements. (b) La
dégénérescence des neurones dopaminergiques du striatum dans la MP provoque la desinhibition des neurones de la voie
indirecte, provocant la deshinibition de la transmission via le glutamate (en vert) dans le noyau sousthalamique (STN). La
carence en dopamine provoque aussi une diminution de [’activation de la voie directe. L’ équilibre entre les deux voies est
rompu et l'inhibition excessive des neurones du thalamus conduit & la réduction des mouvements caractéristiques dans la
MP. (c) Le blocage de A,, chez le malade devrait restaurer cet équilibre. La co-administration de A,, et L-DOPA aiderait
l’action inhibitrice de D, Ensuite, ceci devrait faciliter de maniére indirecte ’activation de la voie stimulée par les
récepteurs D;.

L’action antagoniste du récepteur A,, sur le récepteur D, dans les neurones gabaergiques
permet d’envisager ’emploi de ligands antagonistes du récepteur a adénosine dans la thérapie
antiparkinsonienne afin d‘augmenter I’efficacité des médicaments actuellement utilisés. En effet, le
blocage pharmacologique des récepteurs A,, a montré un effet bénéfique dans des modéles animaux
mimant la MP (lésion des neurones dopaminergiques avec 6-OHDA), avec une réponse
dopaminergique améliorée. En améliorant cette réponse dopaminergique, ils contribuent a la
normalisation de la fonction motrice. De plus, I’antagonisme sélectif de Ay, s’est montré bénéfique
dans une co-thérapie avec la L-DOPA, non seulement en augmentant ses effets thérapeutiques mais

aussi en diminuant la dyskinésie qui lui est associée dans des traitements & long terme.**!

L’effet bénéfique de 1’antagonisme de A,, a été décrit pour la premiére fois dans un modele

152 - \ . .y L. . 1
%2 et de 1ésions du cerveau dus a ’excitotoxicité dans des régions corticales du cerveau.™

d’ischémie
Dans la MP, lorsque qu’elle est avancée, la neurodégénérescence du cortex et de I’ensemble des
ganglions de la base est observée, le blocage d’A,, serait donc bénéfique. De plus, ils seraient capables

de diminuer le dommage causé par les toxines mitochondriales sur les neurones du striatum.™*

Les effets moteurs et la neuroprotection obtenus dans la MP aprés blocage des récepteurs A,

sont rendus possibles par la localisation des récepteurs dans différentes régions du cerveau. D’une
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part, leur localisation dans le cerveau antérieur est responsable des effets moteur. D’autre part, les
effets neuroprotecteurs sont observés apres blocage des récepteurs dans les cellules gliales (astrocytes
et microglie) en empéchant le processus neuroinflammatoire associé a 1’action gliale."® De plus,
certaines études montrent que les antagonistes du récepteur A,, seraient aussi capables de bloquer la

MAO-B, impliquée dans la mort neuronale car elle favorise la formation d’especes radicalaires (Figure
32) 156, 157

OH
® ~ Oxidative stress: %
lipid peroxidation

=2 protein damage © ' NEURONAL CELL
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NEURONAL CELL 2
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Figure 32 : Antagonisme du récepteur A,, et processus inflammatoire

En dernier lieu, la neuroprotection induite par le blocage du récepteur Ay, pourrait s’expliquer
par sa capacité a réguler la libération de glutamate grace a I’inhibition du récepteur A, associé, via leur

hétérodimére. Ceci permettra de protéger contre I’excitotoxicité du glutamate.”

Ces résultats ont montré que I’amélioration de la transmission dopaminergique, par le blocage
de A, pourrait aider a améliorer les dysfonctionnements moteurs observé dans la MP. De plus, au
contraire de la caféine (Figure 30) qui présente des problémes de désensibilisation aprés une longue
exposition, les antagonistes sélectifs ne présentent pas de problémes de tolérance aprés

.. . . N . 158
I’administration chronique dans des modéles animaux.

D’autre part, en plus de la diminution de la dyskinésie associée a la thérapie avec L-DOPA,
trois des signes cardinaux moteurs de la MP peuvent aussi étre améliorés aprés blocage du récepteur.
Ainsi, la bradykinésie, la rigidité musculaire et les tremblements au repos se sont vu améliorés chez

I’animal aprés une co-administration d’un antagoniste Ay, et L-DOPA.*®

Les résultats bénéfiques obtenus pour les antagonistes du récepteur A,, dans des modeles
animaux mimant la MP ont conduit certains d’entre eux jusqu’aux phases d’essais cliniques. Parmi ces
composés, 1’Istradefylline (KW-6002) est bien tolérée, sans danger pour I’organisme et présente une
atténuation des périodes « off » chez les malades sous L-DOPA.*® Elle est actuellement en phase

clinique pour le traitement des patients avec MP sévere ou modéré. Le Preladenant (SCH-420814) a
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été arrété en mai 2013 en phase 11l & cause de son manque d’efficacité.’® Un deuxiéme antagoniste
d’A,,, le Vipadenant (BIIB-014), a aussi montré des résultats satisfaisants en phase clinique Il mais a

été arrété pour des problémes de toxicité.™

D’autres antagonistes du récepteur Ay, tels que le ST-1535
et SYN-115 sont actuellement en phase clinique I et II et ont montré jusqu’a présent une tolérance et

une innocuité satisfaisantes.
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Figure 33 : Antagonistes du récepteurs A,, en phase clinique pour la maladie de Parkinson.

1.3.2.2 - Ay, et Maladie d’Alzheimer

De la méme facon que pour la MP, un lien entre le récepteur Ay, et la MA a pu étre établi
grace a des études épidémiologiques. En effet, elles ont montré une corrélation inverse entre la
consommation chronique de café et le risque de développer la MA."® Plus tard, des études dans des
modeles animaux ont confirmé cette tendance et ont proposé le récepteur A,, comme cible moléculaire
de la caféine. Les résultats obtenus dans ces modeles montrent que le blocage de ces récepteurs
prévient la dégradation de la mémoire et suggerent que les récepteurs A,, jouent un réle important

dans le contrdle des mécanismes responsables de la neurodégénérescence.*®®

Ainsi qu’il I’a été expliqué précédemment, a travers les récepteur A; et Ay, localisés au niveau
des synapses, 1’adénosine est capable de contrdler la libération de neurotransmetteurs tels que le
glutamate ou 1’acétylcholine, deux neurotransmetteurs impliqués dans le processus de la cognition et
la mémoire. Différentes études ont montré que la densité et localisation de ces récepteurs se voit

altérée lorsque un déclin cognitif apparait.*®*
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Des conditions de stress chronique provoquent une surexpression du récepteur A,, dans le
cerveau, le reliant ainsi au phénoméne de neurodégénérescence. En effet, de nombreuses études ont
montré que la modulation de ce récepteur pourrait avoir des effets neuroprotecteurs dans la maladie.
Ainsi, des études in vitro montrent que I’antagonisme du récepteur A,, prévient la perte des synapses
neuronales provoquée par le peptide AB.'*® De plus, le I'implication du récepteur A, dans la
production des especes radicales de ’oxygene et dans la libération de glutamate contribuerait au

dysfonctionnement synaptique.*®*

L’implication du récepteur A,, dans les déficits cognitifs et le déclin de la mémoire dans la
MA a été montré par Cunha et son équipe en 2008 puis par Canas en 2009. Les premiers a mettre en
évidence le profil neuroprotecteur du blocage de A,, ont été Cunha et ses collaborateurs, puisqu’ils ont
montré 1’effet de I’inactivation du récepteur A,, dans différents modéles de dysfonctionnement de la
mémoire (injection du peptide AP, troubles du systéme cholinergique provoqués par I’administration
de scopolamine et troubles de la mémoire suite au blocage du récepteur NMDA par I’injection du MK-
801). De cette maniére, ils ont observé que le blocage du récepteur A,, était seulement impliqué dans

1’amélioration des déficits cognitifs provoqués par le peptide Ap au début de la maladie.'®®

L’année suivante, Canas et ses collaborateurs ont confirmé que les récepteurs A, ne ciblent
pas I’aspect pharmacologique des déficits cognitifs mais ont bien un impact direct sur la
neurodégénérescence en prévenant la synaptotoxicité de AB au début de la maladie. En effet, comme il
a été vu précédemment, le peptide AP provoque des Iésions directes sur les terminaisons nerveuses
dans les régions du cortex frontal et I’hippocampe. Le blocage génétique ou pharmacologique de Ay,
non seulement prévient cette synaptotoxicité mais rétablit également la fonction cognitive. A,, joue
également un rdle de taille sur la régulation de la plasticité synaptique régulé par les récepteurs
NMDA."*"Ainsi, A, est capable de réguler I’afflux de glutamate au niveau des synapses. Le blocage
de A, aide a diminuer les concentrations en glutamate, augmentés par des conditions de stress, et ainsi
diminuer le processus neurodégénératif. D’autre part, ils ont pu observer dans un modele in vitro que
I’action bénéfique exercée par A, ne dépendrait pas d’un systéme de transduction AMPc/protéine

kinase A mais impliquerait plutdt la voie de MAPK .'%

Au cours de I’année 2012, Matos et ses collaborateurs ont établi que les récepteurs A, jouent
un réle essentiel dans le mécanisme par lequel 1’agrégation du peptide Ap modifie la recapture de

glutamate par les astrocytes potentialisant donc son excitotoxicité.'*®

D’autre part, Blum a montré grace a ses travaux, que 1’invalidation des récepteurs A, est aussi

associée a un effet bénéfique sur la deuxiéme lésion caractéristique de la maladie, puisque le blocage
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du récepteur dans un modele transgénique mimant la pathologie Tau réduit la phosphorylation de la

protéine Tau, la neuro-inflammation hippocampique et les déficits mnésiques associés.*”

1.3.3 - Structure du récepteur A,, et ses ligands

1.3.3.1 - Structure cristallographique

Les récepteurs a I’adénosine ont tous la topologie caractéristique des GPCR. Ils possédent un
motif central commun de sept domaines transmembranaires (TM1-7), avec chaque domaine
transmembranaire composés d’a-hélices de 20-27 acides aminés. Les TM sont liés entre eux par 6
boucles (3 intracellulaires et 3 extracellulaires). Un dernier domaine (une courte hélice) se positionne
de maniére paralléle a la membrane de la cellule (Figure 34).

Extracellular
A

Intracellular

Figure 34 : Structure cristallographique du récepteur A,, localisé dans la membrane cellulaire.

La séquence d’acides aminés dans les récepteurs a 1’adénosine est bien conservée. La
spécificité de chaque récepteur a adénosine est donnée par la largeur du domaine N-terminal
extracellulaire, le domaine C-terminal intracellulaire et par les boucles qui lient les domaines

transmembranaires.'*®

Des études de mutagénese dirigée et des modeles d’homologie avec des autres récepteurs
couplés aux protéines G, tel le récepteur 3, adrénergique ou la rhodopsine bovine, ont permis d’obtenir
des informations a propos du récepteur A,.. Ensuite, a la fin des années 2000, Jaakola et ses
collaborateurs'™ ont publié la co-cristallisation du récepteur A,, avec ’antagoniste de haute affinité
ZM-241385 grace a la stratégie de fusion au lysozyme T4. L’insertion de ce domaine structuré a la
place de la troisieme boucle intracellulaire a permis de rigidifier la protéine pour permettre sa

cristallisation et de la stabiliser.
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D’autre part, différentes mutations effectuées sur certains acides aminés du récepteur A, ont
permis de mettre en avant les interactions clés du ZM-241385 pour une bonne affinité (Figure 35).
L’amine exocyclique du ligand est capable d’établir des liaisons hydrogéne avec Glu'®® et Asn®,
Dans la partie haute de la poche, cavité hydrophobe diffuse, les interactions sont essentiellement
hydrophobes et il a ét¢ montré qu’une grande flexibilité était possible dans cette partie de la molécule.
La partie plane de la molécule est capable d’établir des interactions de type m-stacking avec les
différents résidus de la poche. Finalement, le groupement furane est bien positionné dans la cavité de
la poche et interagit avec les hélices V et VII. Il forme une liaison de type hydrogéne avec Asn®* et

250

interagit avec His™ via une molécule d’eau. Il est aussi a ’origine des interactions hydrophobes

(Figure 35). Le Trp**® (au fond de la poche du récepteur) est capable d’établir des interactions de type
hydrophobe avec le groupement furane et est associé a la stabilisation de la molécule au fond de la

cavité.!™*

Glu169

Asn253
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N N N
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Figure 35: Structure co-cristallisé du récepteur A,, avec le ligand antagoniste de référence ZM241385.

Bien que la structure cristallographique du récepteur soit un des meilleurs outils pour la
conception de nouveaux ligands, la structure hautement dynamique, du récepteur dans I’organisme,
oblige les chercheurs de stabiliser la protéine afin de pouvoir la cristalliser. En effet, le type de
stabilisation utilisé pour la cristallisation du récepteur peut changer de maniére considérable sa
conformation. A titre d’exemple, en 2012 Congreve et ses collaborateurs ont publi¢ une structure
cristallographique du récepteur A, avec des ligands de type triazines'’?. Ces ligands (UZC) plus

volumineux que le ZM241385 se positionnent dans une poche plus large. Cette derniere structure
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cristallographique est donc capable d’accommoder une plus vaste quantité de ligands si elle est utilisée

pour des évaluations in silico (Figure 36).

NN N
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\N(H \N)\NHZ
2
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Volume site UZC > volume site ZM
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UZC - meilleure source d’innovation chimique

Figure 36 : Comparatif des volumes des poches dans la structure cristallographique accommodant [’antagoniste ZM241385
(en jaune) ou le ligand de type triazine (en vert).

1.3.3.2 - Pharmacophore

Afin de répondre a I’intérét thérapeutique que suscite le blocage du récepteur A,a, les
recherches se sont tournées vers la mise au point de nouveaux ligands et leur optimisation tant d’un
point de vue de leur affinité, de leur sélectivité que de leurs propriétés pharmacocinétiques. Pour ce

faire, les résultats publiés par Xu et ses collaborateurs en 2010,'"

apres superposition des ligands
antagonistes retrouvés dans la littérature, ont permis d’identifier les éléments nécessaires pour une
bonne affinité et ainsi établir un modéle pharmacophorique utile dans la conception des nouveaux

ligands.
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De leur étude, il a pu étre observé qu’un ligand antagoniste de A, nécessite 4 régions bien
distinctes (Figure 37) :
e une région aromatique plane (pour des interactions de type n-x stacking),
e une région polaire avec un donneur de liaisons hydrogéne,
e une poche hydrophobe ou aromatique,

e une région hydrophobe plus diffuse.

diffuse OH 1
1 |
| |
| |
| 1

Donneur de

liaison
hydrogéne

Poche
hydrophobe ou
aromatique

Figure 37 : Pharmacophore des ligands antagonistes du récepteur A,,.

1.3.3.3 - Les antagonistes du récepteur A,,

A la différence des agonistes du récepteur, les ligands antagonistes ne possédent pas de motifs
de type sucre dans leurs structures. En reégle générale, il s’agit de mono, di ou tricycles qui miment la
partie adénine de I’adénosine. Les molécules synthétisées jusqu’a présent peuvent étre groupées en
deux familles. Les dérivés de type « xanthine » en lien avec la caféine (Figure 38), un antagoniste non

sélectif du récepteur Ay, et les dérivés de type « non xanthine ».

1.3.3.3.1 - Dérivés de type « xanthine »

La grande difficulté dans I’application clinique de ligands spécifiques pour les récepteurs a
adénosine réside dans la large distribution de ces récepteurs dans tout I’organisme. La complexité de la
signalisation adénosinergique contribue a I’exacerbation des effets secondaires observés lors de
I’administration des agonistes et antagonistes a 1’adénosine, et ont été responsables dans certains cas

de I’arrét des études cliniques.
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Des efforts synthétiques ont permis d’obtenir des agonistes ainsi que des antagonistes, ces 20

derniéres années, avec de trés bonnes affinités de 1’ordre du nM et hautement sélectifs vis-a-vis les

O
R\ 5
J\ | \>—R )\ /)

R R"

autres récepteurs de la famille.

Figure 38 : Structure génerale des xanthines et caféine

Les squelettes de type xanthine (Figure 38) ont été largement utilisés pour le développement
de nouveaux antagonistes du récepteur A,.. Les différentes pharmacomodulations autour du squelette
de la caféine, ont permis d’améliorer I’affinité pour le récepteur A, ainsi que la sélectivité vis-a-vis
des autres récepteurs de la famille, notamment A; pour qui I’antagonisme provoque des effets

secondaires de type cardiovasculaires.

Le screening de différents dérivés 1,3,8-xanthines substitués a permis de découvrir des
molécules avec de bonnes affinités vis-a-vis du récepteur et de dégager les éléments
pharmacophoriques autour de 1’hétérocycle favorables a I’affinité et sélectivité. Ainsi des substituants
avec un motif trans-styryle en position 8 de 1’hétérocycle est indispensable pour une bonne sélectivité
vis-a-vis du récepteur. Afin d’améliorer la faible solubilité des xanthine, différentes modifications ont
permis d’obtenir des composés tels le CSC, le MSX-2"" ou le KW6002 (ou istradefylline),*”® tous

présentant une bonne affinité vis-a-vis du récepteur.**®
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POsHz MSX-3
L-valine MSX-4

Figure 39 : ligands de type « xanthine »

Des modifications sur la chaine latérale du MSX-2 qui porte la fonction alcool ont permis
d’obtenir des pro-drogues telles que le MSX-3 ou MSX-4 susceptibles d’améliorer la solubilité des

composés. Le MSX-2 est ainsi libéré dans I’organisme aprés ’action de phosphatases ou estérases.'’
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Toutefois, bien que la fonction trans-styryle soit indispensable pour la sélectivité vis-a-vis du
récepteur A,,, la double liaison est photosensible et des problémes d’isomérisation (obtention de
I’isomére Z) dans des solutions, ainsi que de dimérisation ont été observés.'’® De plus, la présence
d’un groupement furane, souvent présent dans les ligands antagonistes du récepteur A, requis pour
une bonne affinité et une bonne sélectivité, induit des problemes de stabilité métabolique. En dernier
lieu, les structures polycycligues xanthiniques présentent invariablement des propriétés
physicochimiques peu exploitables. De ce fait, les efforts menés dans 1’optimisation des ligands, ont
conduit & la synthése des nouvelles molécules basées sur de nouveaux hétérocycles. C’est pourquoi,
d’autres squelettes de type mono, di ou tri hétérocycliques ont été¢ développés formant alors la famille

des ligands de type « non xanthine ».
Il est cependant intéressant de noter que, malgré le potentiel pharmacologique restreint de ces

dérivés xanthine, ils ont été un outil d’une importance primordiale dans la compréhension de la

. . . . . ge , . 14/
pharmacologie et des chemins de signalisation utilisés par les récepteurs dans 1’organisme.**®

1.3.3.3.2 - Dérivés de type « non xanthine »

En fonction de leur hétérocycle de base, ces composés ont été séparés en dérivés mono, bi ou
tricycliques. De maniére générale, ils présentent tous une amine exocyclique permettant 1’interaction
avec les résidus Glu'®® et Asn®3, et leur sélectivité vis-a-vis des autres récepteurs & adénosine peut étre

modulée grace a différents substituants sur I’hétérocycle.
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Figure 40 : différents squelettes des ligands antagonistes du récepteur A,, utilisés dans la MP.2#°

Nous présenterons par la suite une liste, non exhaustive, des modulations les plus importantes

effectuées jusqu’a présent par différents laboratoires.

Pyrazoloimidazopyrimidines et dérivés

En 1987, un premier dérivé de type tricyclique a été décrit par Williams et ses collaborateurs,
le CGS15943 présentant une excellente affinité vis-a-vis du récepteur A,,. Toutefois, il est aussi trés
affin au récepteur A;, responsable d’effets secondaires cardiovasculaires. Les efforts synthétiques
de Baraldi SCH58261,

pyrazolotriazolopyrimidine N-substitué avec une treés bonne affinité pour récepteur A,, et une bonne

réalisés par le groupe ont permis d’obtenir le un dérivé

sélectivité."”” Cependant, les problémes de solubilité et de biodisponibilité constatés pour cette
molécule, n’ont pas permis de poursuivre les études avec elle. Des études de relation structure-activité
menées par les laboratoires Merck & Co. ont permis d’établir que le remplacement de la chaine

latérale phényle-éthyle par des groupements aromatiques plus volumineux permettait d’améliorer la

sélectivité vis-a-vis des autres récepteurs de la famille tout en gardant une bonne affinité vis-a-vis de
AZ 178,179
ar
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Figure 41 : Modulations de la chaine latérale du SCH58261

Les groupes de type biaryls présentent tous une excellente affinité mais n’améliorent pas
’activité orale. Le remplacement par des dérivés tétrahydroisoquinoline n’améliore en rien 1’affinité ni
I’activité des composés. Des substituants de type isoindoline permettent d’obtenir des composés avec
de bonnes affinités mais des propriétés physicochimiques non adéquates. En dernier lieu, lorsque les
biaryls sont remplacés par des quinolines, les propriétés pharmacochimiques sont améliorées tout en
conservant une bonne affinité vis-a-vis du récepteur. Le premier composé de cette famille de dérivés

de pyrimidines a été A (Figure 42).

7\ H, NH,
U U
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Figure 42 : Composeés A et B dérivés du SCH58261

L’analogue de type tétrahydronaphthopyridine permet d’obtenir le composé B qui conserve
Iaffinité pour A,,. Sa sélectivité, quoique intéressante, '*° reste faible par rapport aux autres analogues

de la famille. De ce fait, il n’a pas fait I’objet d’études cliniques.

Le remplacement de la chaine phényle-éthyle par d’autres groupements permet d’obtenir
d’autres composés. Parmi eux, le composé C (Figure 43) présente aussi une sélectivité, une affinité et
une activité orale intéressantes. Toutefois, sa solubilité n’est pas bonne. La substitution des atomes de
fluor par une chaine polaire de type méthoxyéthoxyle en position para du cycle a permis d’obtenir le

Preladenant (SCH420814), un composé qui présente une excellente affinité et sélectivité vis-a-vis de
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A,.. Chez le rat, ses constantes pharmacologiques ainsi que sa réponse dans des modeles mimant la

pathologie de MP sont trés bonnes.'"
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Figure 43 : Composé C et SCH420814

Des modifications autour du preladenant ont été étudiées, ainsi, le changement du motif
pyrazole par un motif imizadole dans le squelette tricyclique a permis d’obtenir des composés avec des
bonnes affinités et réponses dans des modeles de catalepsie, mais des sélectivités et profils

pharmacocinétiques moins intéressants.*®*

D’autre part, la substitution du groupement furane, qui est
métaboliquement instable, reste un challenge, et la plupart de modulations effectuées jusqu’a présent

menent & des composés moins affins, moins sélectifs et avec des réponses biologiques plus faibles.

Benzoxazole, triazolopyridine, benzothiophéne et dérivés

Des hétérocycles de type benzoxazole, triazolopyridine et benzothiophéne ont été étudiés par
les laboratoires Biotie/Roche. Ils ont observé que les dérivés obtenus a partir des deux premiers
hétérocycles présentent des bonnes affinités et sélectivités vis-a-vis du récepteur, toutefois, aucune
¢tude de réponse dans des modeles animaux n’a pas été publiée pour le moment. Les dérivés obtenus a
partir de I’hétérocycle de type thiophéne tel que SYN 115 (Figure 33) présentent aussi, non seulement
une bonne affinité et sélectivité, mais aussi une bonne réponse dans des modéles animaux, car il
améliore 1’hypolocomotion et diminue les déficits moteurs chez 1’animal. De plus, il présente de

propriétés pharmacocinétiques adéquates chez 1’animal.”

Les laboratoires Vernalis ont découvert par hasard que I’énantiomére S de la méfloquine
(antipaludique) présentait une affinité encourageante vis-a-vis du récepteur A, (Ki = 61 nM). Bien
que la sélectivité vis-a-vis du récepteur A; ne soit pas adéquate (Ai/Az = 4), il a servi d’inspiration
dans le développement de nouvelles molécules. De cette maniére, des dérivés thiéno[3,2-
d]pyrimidines et triazolo[4,5-d]pyrimidines ont été développés. Ces derniers présentent des Ki autour

de 1nM, des sélectivités accrues et ont permis de donner lieu a des composés tel que le vipadenant
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(Figure 33) qui a fait ’objet des études de phase clinique, mais a été arrété apres la phase IT pour des

problémes de toxicité.™

CF3
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"e = N
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OH thiéne
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amide

Figure 44 : Modulations autour de [’énantiomére S de la Méfloquine

Triazines

Ce méme laboratoire a aussi étudié des squelettes monocycliques de type pyrimidine-4-
carboxamide, pyridine-4-carboxamide et triazine-4-carboxamide de fagon a augmenter la solubilité des
dérivés tout en gardant une bonne efficacité et sélectivité. Cependant, des résultats publiés jusqu’a
présent, il est possible d’observer des bonnes affinités ainsi que des propriétés pharmacochimiques

améliorées, mais des sélectivités vis-a-vis du récepteur A,, beaucoup plus modestes.’* %2

D’autre part, les laboratoires de Shire/Heptares Therapeutics ont identifi¢ un nouveau type de
squelette de type 1,2,4-triazine (Figure 45) avec une bonne affinité vis-a-vis de A, des bonnes
propriétés physicochimiques et sans les problémes métaboliques du groupement furane.'” Des études

de relation structure activité ont montré que :

e Seuls des substituants de petite taille sont tolérés, principalement lorsqu’ils sont placés sur le
cycle B.

e La substitution par des groupes Me, Cl ou F augmente ’affinité pour A,, tandis que des
groupements plus volumineux ne sont pas favorables.

e Des cycles (de type pyridine ou phénol) sur le cycle A favorisent les liaisons de type
hydrogene et améliorent 1’affinité.

e Les disubstitutions en position 3 et 5 du cycle A (R; et Rs) permettent d’améliorer la
sélectivité vis-a-vis de A,. Les atomes de F sur le cycle B diminuent I’affinité mais

améliorent la sélectivité.
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Figure 45 : squelette de type 1,2,4-
triazine

Az, pKi A, pKi
X=C, Ris=H 6.93 6.56
X =C,R;=Cl,Rys=H 7.29 7.25
X =C,Ry=Ry=Cl, Ryus=H 8.4 7.36
X =C, Ry=Ry= Me, Ryss= H 7.67 6.71
X =C,R,=Cl, R,= OH, Rys= H 8.85 9.79
X =C, R,=R3= Me, R,= OH, Rys= H 8.39 7.78
X =N, Ry = Ry= Me, Ry = H 8.11 7.07
X =N, R;=R;=Me, Rs=F, Ryg=H 7.81 6.40
X =N, R;=R;=Me, Rys=F, Rs=H 7.56 6.77
X =N,R;=R;=Me, Ry=F, Rsg= H 7.98 6.96
X =N, R, = Me, Ry= CF3, Ryg= H 8.46 7.50
X=N, R;= Me, Ry=CF3, Rs=F, R, s=H 8.34 6.93

Tableau 2 : Modulations autour du squelette 1,2,4-triazine

Modulations autour du ZM241385

Parmi les autres composés développés, dans la famille « non xanthine » le ZM241385 (Figure

46), développé par Zeneca et souvent utilisé comme ligand de référence, présente une meilleure

solubilité. Toutefois sa capacité a traverser la BHE reste limitée et son accés synthétique est difficile

de par la complexité de la molécule."® De plus, le groupement furane présent dans la molécule

présente une instabilité métabolique qui ne fait pas de lui un bon candidat médicament.

Afin de palier aux probléemes de biodisponibilité du ZM241385, Federico et coll. ont étudié

I’impact dans la modulation de la chaine latérale de la molécule. Ainsi, des variations sur les deux

amines exocycliques permettent d’améliorer les propriétés physicochimiques ainsi que la solubilité des

molécules tout en gardant une bonne affinité pour A,,.***
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Chaines amino (libre ou protégée): bonne affinité, sélectivité variable
Elongation chaine diamino (2C ou plus): perte de sélectivité
Groupement Boc-triéthoxydiamino: bonne affinité et sélectivité

T Pipérazines (alkylées ou acétylées avec
) des groupement peu wolumineux):
petits groupements: perte oH 7 bonne affinité mais perte de sélectivité

de sélectivité et affinité

> €N régle générale, les _dérivé_s salifiés
sont plus solubles mais moins affins

/

Groupements alkyle acétyle encombrés
ménent a de bonnes affinités et sélectivités

1Y

z
\
=-

N

Substitution: composés inactifs

ZM 241385
Figure 46 : Modulations autour du ZM 241385

En 2005, Matasi et coll. ont montré que la nature du substituant de I’amine de la pipérazine ou
de la pipéridine (placé dans la partie nord de la molécule) du ZM241385 pouvait avoir une action sur
les canaux hERG (Figure 47).

/O\/\O

Figure 47 : Modulation de la partie latérale du ZM2413785

De ce fait, I’inhibition des canaux hERG atteint plus de 70% lorsque la chaine latérale di éther

est placée en para ou méta du cycle aromatique.*®

D’autre part, les laboratoires Sigma Tau ont cherché a remplacer le furane par un groupement
de type triazole. De cette facon, la substitution concomitante de la molécule par une chaine butyle (ou
son dérivé oxydé) dans la partie nord de la molécule et d’un groupement triazole a la place du furane,
fournit des molécules plus stables métaboliquement (Figure 48). Toutefois, des études cliniques n’ont

pas eu lieu pour ces composés en raison de leur manque de sélectivité.'*
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b
NES N’N N~
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ST1535 (%= H)
ST3932 (X= OH)
ST4206 (X=0)

Figure 48 : Substitution du furane par un groupement triazole

Dérivés pyrimidines trisubstitués

En plus des modifications effectuées autour de 1’hétérocycle central du ZM241385, les
laboratoires Neurocrine Biosciences ont travaillé sur la synthése de dérivés pyrimidines trisubstitués.
Parmi les composés préparés, certains présentent de bonnes affinités et sélectivités pour le récepteur
A,, mais présentent toutefois toujours une forte inhibition des canaux hERG (Figure 49).

\ H
N N =N H =N H
YTYTNTY R NN N
| N N (@]
NN o LUN_ Y 7(\©/ > Y TK\Q 0
N__N (@] N__N (0] .
S<
%
_O 26 /o SN (e}
_ P
Ki=12 nM Ki=2 nM Ki=1 nM
A1/A2a= 71 A1/A23= 487 A1/A2a: 148
hERG IC50=950nM hERG IC50 >3uM hERG IC50 >10uM

Figure 49 : dérivés pyrimidines trisubstitués.

Le groupement méthylpiperazine est alors remplacée par un phényle substitué. Ceci méne a un
gain d’affinité et de sélectivité et une diminution de I’inhibition de hERG. Toutefois, ce composé
présente des problemes de solubilité dans le milieu physiologique. La synthése de nouveaux dérivés en
s’appuyant sur logP a permis de développer le troisiéme composé présenté ci-dessus, avec une bonne

solubilité, bonne affinité et bonne stabilité.'®’

D autres derives

En dernier lieu, d’autres hétérocycles ont été utilisés dans la synthése de nouvelles molécules

susceptibles de présenter de bonnes affinités et sélectivités vis-a-vis de A,,, tout en minimisant
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I’instabilité métabolique et en améliorant leur solubilité. Ceux-ci sont regroupés dans la figure

suivante.
R
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Figure 50 : dérivés divers développés par d’autres laboratoires.
Des dérivés benzofuranes, pyridofuranes, thiazolotriaolopyrimidines,

2-

aminoimidazopyridines et purinones trisubstitués ont été déja décrits comme ayant de bonne affinités

et sélectivités pour le récepteur. Toutefois, des études pharmacologiques n’ont pas pour le moment été

publiées.**

De ce fait, la conception et synthése des nouveaux antagonistes du récepteurs A,, susceptibles

d’avoir des bonnes propriétés pharmacologiques et physicochimiques restent un challenge.
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CHAPITRE 2

CONCEPTION ET RATIONNEL DU PROJET
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Un bilan des composés publiés a ce jour montre une tendance a s’éloigner des structures de
type xanthine, purine et pyrimidine au profit de nouveaux noyaux tels que triazole, thiazole,
benzofurane, et benzothiazole. Mais si les critéres de sélectivité et pharmacocinétiques se situent
toujours dans une fourchette intéressante, le besoin de recourir & de nouvelles structures apparait
toujours nécessaire. C’est dans cette optique que nous nous sommes intéressés a la conception de
nouveaux ligands antagonistes du récepteur A,,, en nous basant sur des squelettes innovants

susceptibles d’induire une sélectivité et des propriétés pharmacocinétiques meilleures.

Ainsi, dans le cadre des recherches antérieures développées dans notre équipe autour du
récepteur 6, pour I’élaboration de nouveaux ligands agonistes a visée neuroprotectrice,'® des ligands
basés sur un squelette tétrahydroisoquinoléine-hydantoine « Tic-hydantoine » ont été mis au point
(Figure 51). Dans une étude comparant I’affinité de ces composés vis-a-vis du récepteur o; d’une part
et Ay, d’autre part, il est apparu que la nature de la chalne portée par I’azote de I’hydantoine permettait
de favoriser une affinité pour 1’un ou ’autre de ces deux récepteurs. Ainsi, quand des groupements de
type benzyliques sont introduits sur la molécule 1 (Figure 51), les composés présentent une inhibition
de 80% du récepteur A,, a 10 uM. Ces résultats prometteurs ont constitué la base de nos premiéres
évaluations in silico, dans lesquelles nous avons essayé d’identifier les éléments structuraux

manguants a ces molécules pour améliorer leur affiniteé.

Figure 51. Hit 1 de structure Tic-hydantoine

Pour cela, nous nous sommes appuyés sur la publication de la structure co-cristallisée du
récepteur A,, avec le ligand antagoniste de référence ZM-241385 (Figure 52)."* D’autre part, les

173

travaux effectués par Xu et al. ont ét¢ d’une grande aide pour définir les éléments

pharmacophoriques nécessaires aux molécules a concevoir (Figure 36).
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Modeélisation moléculaire

Une étude de docking a été réalisée sur la base des coordonnées du récepteur A,, co-cristallisé
avec le ZM-241385 (enregistrement 3EML.pdb sur le serveur de la Protein Data Bank -
www.rcsb.org). L’algorithme de docking (GOLD : Genetic Optimization for Ligand Docking) a été
tout d’abord paramétré pour calculer un pourcentage maximal de solutions similaires a la
conformation co-cristallisée du ZM-241385. Une fois identifiés, ces paramétres ont été utilisés pour

réaliser le « docking » de la Tic- hydantoine.

L’utilisation de cet outil a permis de comparer le mode de liaison de I’antagoniste de référence
avec celui de la Tic-hydantoine (1) dans le modéle informatique et d’identifier les ¢léments manquants
pour une bonne affinité vis-a-vis du récepteur. De ce fait, la modélisation moléculaire montre que la
Tic-hydantoine se positionne au méme niveau que le ZM-241385 dans la poche du récepteur.
Cependant, il apparait que le carbonyle de la fonction urée (accepteur de liaison hydrogene) se
positionne dans une zone néecessitant un donneur de liaison hydrogéne (amine exocyclique de ZM-
241385, Figure 52). Dans ces composés, nous avons envisagé de remplacer cette fonction par une
fonction imine, ce qui devrait permettre de rétablir la liaison hydrogéne avec le Glu'® et Asn®® et ainsi
améliorer I’affinité du ligand. La structure proposée est donc de type Tic-guanidine (2) (Figure 52,
Figure 53). Les études de modélisation moléculaire montre que la Tic-guanidine (2) se positionne dans
la poche du récepteur similairement au ligand ZM-241385 et que la liaison hydrogéne a bien été
rétablie en comparaison avec la Tic-hydantoine de départ (1) (Figure 52).

La présence ou non de I’autre fonction carbonyle ne semble pas primordiale. Nous envisagerons donc

les deux possibilités de structure (Tic guanidine (2) et Tic guanidine oxydée (3), Figure 53). Puis

différentes modulations autour de la molécule 2 (Tic-guanidine).
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Glul69 ? ,

ZM-241385 Tic-hydantoine (1) Tic-guanidine (2)

Figure 52 : Modélisation de ZM-241385, Tic-hydantoine et Tic-guanidine réduite dans la poche du récepteur.
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Figure 53. pharmacomodulations & partir de la Tic-hydantoine

Différentes pharmacomodulations ont été envisagées et évaluées sur le méme modele

informatique (Figure 52). Celles-ci envisagent une ouverture du cycle central en deux points différents

puis des modifications sur la partie gauche du squelette (Schéma 1).

= <= @AN "
R’ N N
2o =

2
R=H ou CH3

N
L,
NH

R= alkyle ou aryle

Schéma 1 : Modulations autour de la Tic guanidine
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Une modification supplémentaire apportée au squelette « Tic-guanidine » consiste & modifier
la chaine latérale qui se positionnerait dans la partie supérieure de la poche du récepteur (Figure 52,
Schéma 1).

Enfin, afin d’évaluer I’importance de la configuration du carbone asymétrique de la molécule,

les deux énantiomeéres R et S de la molécule 2 ont été synthétisés.

Pour toutes ces molécules nous nous sommes efforcés dans les approches synthétiques de
proposer un chemin réactionnel commun afin de rationaliser le travail de synthése tout en prenant soin

de préserver la stéréochimie des composés de départ.

En paralléle, différentes structures azotées, originales dans le domaine des antagonistes du

récepteur A,, %

et susceptibles de présenter une bonne affinité pour le récepteur, ont été congues de
novo en nous appuyant sur le modéle pharmacophorique publié par Xu et al.*”* Ainsi, plus de 1700
molécules ont été « dockées » sur le modéle du récepteur. Les structures présentées sur la Figure 54
présentent des scores de similarité semblables & celui de 1’antagoniste de référence avec des
estimations de propriétés physicochimiques telles que la solubilité, la lipophilie (log P) ou le passage

de la barriére hémato-encéphalique trés encourageantes.
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A= NH. CH» Tic-hydantoine

Amino-imidazopyridines

Quinolizidinones

.

R"= H, NO2, NH2

Figure 54 : Familles chimiques envisagées suite aux études in silico.

Parmi ces différentes familles, nous nous sommes intéressés au cours de ce projet aux

guinolizidinones et aux imidazopyridines (Figure 54).

En prenant en compte les éléments pharmacophoriques nécessaires pour une bonne activité,
différentes modulations ont été effectuées autour de 1’hétérocycle quinolizidinone trés peu décrit sur le
plan chimique et jamais utilisé a notre connaissance pour la conception d’antagonistes du récepteur
A, (Figure 55). Parmi elles, la présence d’une fonction amine en position 1 permettrait la liaison avec
I’acide aminé Asp?°. La fonctionnalisation en position 3 de I’hétérocycle permettrait quant a elle la
diversification de la famille, une modulation de 1’affinité dans la partie hydrophobe diffuse de la poche
du récepteur, et une amélioration de la solubilité des composés. D’autre part, la fonctionnalisation en
position 8 de la molécule permettrait d’optimiser ’interaction avec le Trp**® au fond de la poche
(Figure 55).
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Les pharmacomodulations concernent :

La présence ou non de la fonction amine en position 1 afin de valider I’importance de cette
fonction.
La partie droite : un groupement aliphatique ou aromatique susceptible de se positionner
dans la zone hydrophobe pourra étre introduit. Des connecteurs de type amine, permettant
d’apporter de la solubilité, ou de type amide, plus simple a synthétiser, seront envisagés.
En série amine (composé 4 et 6) ou série amide (composé 5 et 7), ces composés
présenteraient des interactions favorables dans le site (Figure 55).
La partie gauche : nous avons envisagé d’introduire un substituant permettant d’établir une
interaction complémentaire avec le Trp?*. Dans un premier temps, un substituant
aromatique a été « docké » avec succes (en série amine ou amide, Figure 55). Nous avons

aussi envisagé I’introduction d’une pipéridine. Non protonée, cette amine tertiaire

permettrait d’apporter de la solubilité.
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Modulation

Figure 55 : évaluation in silico des dérivés de la famille quinolizidinone

La troisieme famille de molécules a laguelle nous nous sommes intéressés est la famille des
«amino imidazopyridines » (Figure 56). En effet, bien que décrite dans la littérature, cette structure

. " - . . 188
chimique n’a pas été pour le moment envisagée en tant qu’antagoniste du récepteur Ay,.

Aprés des études de modélisation moléculaire qui ont conforté notre hypothése, nous avons
travaillé a la mise au point de la synthése des imidazopyridines comportant une fonction amine en
position 8 en y incorporant différentes pharmacomodulations. En effet, les études de modélisation
montrent que I’amino-imidazopyridine se place au méme endroit que le ZM-241385 (Figure 56) dans
la poche du récepteur.

Comme pour la famille des quinolizidinones, I’importance d’une amine exocylique sera

évaluée en synthétisant 1’analogue substitué par un hydrogéne.

72



Chapitre 2 - Conception et rationnel du projet.

R' 6 -
0 2 R= H, NH>
N/\S_RII ;
7T RN R'= H, phényle,
, 8R L furyle
OH R"= furyle, phényle
ZM 241385

Figure 56 : évaluation in silico d 'un des dérivés de la famille amino imidazopyridine.

Pour I’ensemble des composés synthétisés, une mesure de leur affinité pour le récepteur Ay,
sera effectuée (test de binding). Leur cytotoxicité sur des cellules neuronales (SY5Y) sera évaluée par
un test MTT.

Aprés I’obtention des résultats in vitro préliminaires pour les trois familles, les composés les
plus intéressants seront évalués dans un test de fonctionnalité afin d’évaluer leur caractére agoniste ou

antagoniste. De plus, ils seront évalués en quant a leurs propriétés ADME.

Ce projet, pluridisciplinaire, est mené en collaboration directe avec différentes équipes :
modélisation moléculaire (Pr Philippe Chavatte, Université Lille 2), études affinité et de fonctionnalité
(Unité de neuroscience du Dr. Luisa Lopes a I’Institut de Médecine Moléculaire au Portugal) et études
de cytotoxicité (Dr. Furman, ICPAL). D’autre part nous collaborons étroitement avec 1’équipe U837-
1, Lille (Dr Luc Buée, Dr David Blum) avec qui nous avons obtenu un financement ANR (avril 2012,

coordinateur : Dr Blum) pour un projet « récepteur A,, et tauopathie ».
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FAMILLE DES GUANIDINES
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3.1-Syntheése de Tic-guanidine et Tic-guanidine oxydée

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a la synthése des deux molécules 2 et 3 a
I’origine de notre hypothése (Tic-guanidine et Tic guanidine oxydée) qui peuvent étre toutes deux
obtenues a partir de I’acide tétrahydroisoquinoléine carboxylique (L-Tic-OH) (Schéma 2). L’étape clé
des deux voies de synthése est la formation du cycle guanidine via les intermédiaires de synthese 8 et
9. Celle-ci s’est avérée délicate, nécessitant plusieurs essais avant d’aboutir aux composés d’intérét
avec cependant de faibles rendements. Apres explication de I’obtention des deux intermédiaires de

synthése 8 et 9 correspondant a chaque voie, les différentes tentatives de cyclisation seront présentées.

6 OH
7 NH
8 1 10
Acide

3-(3S)-1,2,3,4-tétrahydroisoquinoléine
carboxylique

e N g

Schéma 2 : Retrosynthése pour I’obtention des dérivés guanidines

3.1.1- Synthése des intermédiaires 8 et 9

3.1.1.1-Synthése d’intermédiaire de Tic- guanidine oxydée 8

Le Schéma 3 résume les étapes de synthése pour 1’obtention de I’intermédiaire 8 nécessaire a
la synthése de la Tic-guanidine oxydée 3. Ainsi, aprés protection de I’amine secondaire de la L-Tic-
OH 10 par un groupement Boc, un couplage avec la benzylamine permet d'obtenir le dérivé amide 12

qui est ensuite déprotégé en milieu acide pour donner le composeé attendu 8.
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o) o}
COH i CO,H i N ii N
NH NBoc N%g NH H
© 12

10 11 K 8

Schéma 3 : i) Boc,0, NaOH, THF, H,0 ; 97%; ii) Bn-NH,, HOBt, HBTU, DIEA, DCM; 90%; iii) TFA, DCM puis Na,CO,
ag., 94%.

La fonction amine secondaire a été protégée par un groupement carbamate dans du THF en

présence d’une base. Le composé 11 a été obtenu avec un rendement de 97%.

La fonction amide a été synthétisée grace a un couplage de type peptidique. L’HOBt est
souvent utilisé lors de couplages avec des dérivés carboxiimide ou avec d’autres agents, tels que les
sels d’uronium dérivés d’HOBt. L’HBTU est un sel d’uronium dérivé de ’HOBt qui permet d’activer
I’acide carboxylique. Ce mélange est fréquemment employé afin d’éviter la racémisation des
composés lors de la réaction. ® Dans notre cas, des mélanges équimolaires d’HOBt et HBTU en
présence d’un excés de DIEA ont permis d’obtenir le dérivé amide 12 avec des rendements de 90%
(Schéma 3).

Le groupement carbamate a été clivé classiquement dans un mélange équivolumique d’acide
trifluoroacétique et dichlorométhane. Le composé déprotégé 8 a été obtenu avec de trés bons

rendements (94%).

3.1.1. 2- Synthése de Tic-guanidine 2

0
COH . N-O~ i H v
NH T NBoc! T NBoc
10 13 14
N v N
NBod NH H

15 9
Schéma 4 : i) Boc,0, NaOH, THF, H,0, 93% ; ii) MeNHOMe.HCI, EDC, HOBt, NMM, DCM, ACN, 87% ; iii)

LiAlH,, THF, 0°C, 76% ; iv) Bn-NH, ; NaBH(OAc)s, DCM, 95% ; v) TFA, DCM puis Na,CO; ag., quantitatif.
Apres protection de la L-Tic-OH 10 par un groupement carbamate, le dérivé aldéhyde 14 est

préparé via I'amide de Weinreb correspondant, permettant ainsi d’introduire la benzylamine par le

biais d’une réaction d’amination réductrice.
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Depuis que Nahm et Weinreb ont proposé I’utilisation des N-méthoxy-N-méthylamides
comme des équivalents de groupements carbonyles ' ceux-ci ont été amplement utilisés dans la
synthése d’aldéhydes apreés réduction avec différents hydrures. Leur préparation facile, la limitation
des réactions secondaires pendant I’attaque nucléophile et leur réduction sélective en aldéhyde font
d’eux des entités trés utilisées en chimie organique. Le composé 13 est obtenu aprés couplage de
I’acide tétrahydroisoquinoléine carboxylique protégé 11 avec le chlorhydrate de N,O-
diméthylhydroxylamine en présence d’EDC et HOBt. L’aldéhyde 14 est obtenu aprés réduction dans
du THF en présence de LiAlH,, & 0°C, avec un rendement de 76 % apres purification (Schéma 4).

Pour ’obtention du composé 9, 1’aldéhyde 14 a été condensé avec une amine primaire, la
benzylamine dans une réaction d’amination réductrice (Schéma 4). Le dérivé imine issu de la
condensation est réduit par le NaBH(OAC)3, agent réducteur trés utilisé car les effets électroniques et
stériques des groupements acétoxy stabilisent la liaison hydrogene-bore et contribuent ainsi a 1’action

douce de cet agent réducteur.'***?

La réaction se déeroule avec succés grace a la sélectivité de 1’agent réducteur, celui-Ci
réagissant plus vite avec la double liaison de la fonction imine qu’avec le groupement carbonyle. *
Le produit est ensuite hydrolysé en milieu basique, afin d'obtenir le composé souhaité sous forme
d'amine libre avec un rendement de 54% (Schéma 4).'%" 1%

Le groupement carbamate est déprotégé dans les mémes conditions que précédemment et

I’intermédiaire 9 est obtenu avec un rendement de 95%.

3.1.2- Introduction de la fonction guanidine

Les molécules dérivées de fonctions guanidines présentent des propriétés trés intéressantes
d’un point de vue biochimique et par conséquent pharmaceutique. Ainsi, ’acide aminé L-arginine
pourvu d’un groupement guanidinium, est souvent retrouvé dans le site actif de différentes protéines
ainsi que dans plusieurs composés présentant une activité thérapeutique, a savoir, des antiviraux,
antifongiques et antitumoraux.'** En 2005, Katrizky et ses collaborateurs ont publié des travaux qui
répertorient les différentes méthodes développées pendant ces deux derniéres décennies, pour la

formation de composés dérivés de la fonction guanidine. % 1%

La synthése des dérivés guanidines est compliquée, de par leur basicité et leur nucléophilie.
Certaines des méthodes classiques pour leur préparation impliquent I’attaque d’une amine sur un
réactif guanidine activé. Les amines primaires réagissent de maniere efficace avec ces dérivés tandis

que celles plus encombrés ou électroniquement désactivées compliquent les synthéses.'*
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Figure 57 : Accés synthétique classique de guanidines™ 1,

Parmi les différentes stratégies qui peuvent étre envisagées (figure 57),

-les thio-urées permettent de préparer des guanidines di, tri et substituées,*"*

-les isothiocyanates réagissent avec des amines en présence de carbodiimide pour donner des
dérivés guanidine,

-les dérivés carbodiimides sont aussi utilisés pour préparer des guanidines a partir des
aryliminophosphoranes et des isocyanates,**

-finalement les guanidines peuvent étre préparées directement a partir de cyanamides ou en
utilisant des agents activateurs dérivés de 1’imidazole, du benzotriazole ou de carboxyamidines a partir
de dérivés diamines,®> 202204
-elles peuvent aussi étre obtenues aprés transformation du groupement carbonyle en présence
205

de POCI; par exemple,

-4 partir des dérivés cyanogéne.”®

Bien que les dérivés thiourées des Tic-hydantoine soient bien connus dans notre laboratoire,
leur utilisation comme point de départ pour la formation de la fonction guanidine est difficile, en effet,
ces premiers présentent des problémes de stabilité sur le plan chimique, de plus ils racémisent tres vite

en milieu aqueux.”’

Nous avons envisagé la synthése de nos dérivés guanidines a partir des composés diaminés

correspondants dont la synthése est connue dans notre équipe. Ceux-ci peuvent étre obtenus via une
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réaction en présence de BrCN. Différents auteurs ont ainsi montré que cette réaction a lieu dans
différents solvants, tels que le diméthylformamide, 1'éthanol, 1’acétonitrile ou le toluéne, a température
ambiante ou reflux avec des rendements allant jusqu’a 99%. 2%¢210211

Suivant cette derniére méthode de synthése, nous avons voulu préparer les deux produits finaux 2 et 3
(Schéma 5).

R R R
N S N — N
NH H N\\H N
SN NH
R= =O 8 R= =O 16 R= =0O 3 8%
H o9 H 17 H 2 23%

Schéma 5 :i) BrCN, Et;N, EtOH

Pour cela, la cyclisation a été testée dans différents solvants, tels que le toluéne, 1’acétonitrile
et I’éthanol en présence ou non d’une base. Lorsque la tri¢thylamine est utilisée,?* la formation des
dérivés cyclisés désirés est observée. Cependant, ceux-ci ne sont pas majoritaires et les milieux
réactionnels trés complexes. Ainsi, dans les deux cas plusieurs purifications (colonne sur gel de silice
et HPLC semi-préparative) sont nécessaires afin d’obtenir les produits purs. Ceci explique les
rendements particulierement faibles : 8% pour le dérivé Tic-guanidine oxydée 3 et 23% pour le dérivé
Tic-guanidine 2. Une autre voie de synthése a été envisagée par la suite pour la synthése de nos

analogues ainsi qu’il le sera expliqué ultérieurement.

Les produits obtenus ont été caractérisés par LC-MS, IR, RMN *H et **C et rayons X. Les
expériences de résonance magnétique nucléaire en deux dimensions (2D) nous ont permis d’observer
toutes les corrélations en accord avec la structure de la Tic-guanidine oxydée 3 et en particulier la
présence du carbone imine de la fonction guanidine. Toutefois, I'analyse RX du composé 3, réalisé
quelque temps apres, montre que la structure attendue n'est pas obtenue. Il s'agit d'un analogue

structural 18.
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C68

Figure 58 : structure cristallographique du composé 18.

D’aprés les études de cristallographie, le groupement benzyle a migré sur 1’azote de la
fonction imine. La formation du composé 18 pourrait avoir lieu selon le mécanisme suivant (Schéma
6):

O o 0
N,Bn OH
N H —> N\«N_Bn — N NH
\\\N
NH HN_
Bn
3
0) 0]
/
 » NH
e N\/(N -— N\«
HN-gp N-Bn

— — 18

Schéma 6 : Mécanisme de cyclisation proposé pour /’obtention de 18

Ainsi apres la fonctionalisation de I’amine, un premier intermediaire (3) se formerait, en
équilibre avec la forme ouverte du cycle a cing chainons nouvellement formé. Ce dernier cycliserait

intramoléculairement pour donner le composé tricyclique 18 plus stable.
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Les analyses cristallographiques sur la Tic-guanidine (2) sont en cours et se heurtent a des difficultés

de cristallisation.

En plus des deux analogues au départ de notre hypothése, nous nous sommes intéressés aux
différentes pharmacomodulations afin d’établir certaines relations structure - activités. Toutefois, étant
donné que les études de modélisation moléculaire ont montré que le groupement carbonyle sur le cycle
a cinq chainons ne semble pas influencer I’affinité et la difficulté & synthétiser des composés porteurs
de cette fonction carbonyle, nous avons choisi de ne nous intéresser qu'aux composés de la série Tic-
guanidine réduite. Une voie de synthése générale et efficace a alors été développée et mise au point, a
partir de la phénylalanine puis appliquée a différents acides aminés.

3.2- Modulations autour du dérivé Tic-guanidine

Afin de moduler I’affinité vis-a-vis le récepteur A, différentes pharmacomodulations ont été
imaginés a partir de la Tic-guanidine. Ainsi des modifications ont été envisagées a différents endroits

dans la molécule (Figure 59).

ouverture partie nord de ouverture du cycle imidazolidine
I'nétérocycle central

modulation de la partie - ﬁ//’f\j 5 Mmodulation de la partie
gauche de la molécule ,N\&‘-L droite de la molécule
v

ouverture partie sud de I'nétérocycle central

Figure 59 : modulations autour de la Tic-guanidine

3.2.1-Ouverture du cycle central

Pour la synthése des différents analogues ouverts, potentiellement intéressants d’aprés les
études de modélisation moléculaire, nous avons décidé, dans un premier temps, de conserver la partie
droite des molécules (groupement benzyle qui se placerait dans la poche hydrophobe diffuse) et de
modifier uniquement la partie gauche afin d’améliorer I’ancrage de ces molécules au fond de la poche

(Schéma 7).
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O» @;% — "
’ \‘l{l H Voie 2 _@ Voie 1 \«

Schéma 7 : Ouverture de I’hétérocycle central.

L’ouverture de I’hétérocycle pouvant se faire dans les parties sud ou nord, deux types

d’analogues en découlent, représentés ci-dessus par les voies 1 et 2 respectivement (Schéma 7).

3.2.1.1- Coupure dans la partie sud de la molécule (voie 1)

Dans un premier temps, nous avons voulu mettre au point la voie de synthése qui permettrait
d’accéder a ce type d’analogue. La stratégie de synthese illustrée par le Schéma 8 permet d’obtenir

tous les analogues ouverts issus de I’ouverture dans la partie sud de notre composé¢ de référence.

OH N0 H
R . < < iv
R\H\O i, i R\H\O i R o " R\|/*N/\©
R'NH R'NBoc R'NBoc R'NBoc :

e

vi 5 R\fN/\@
RJ;: Y RWN/H\N\\\N R.‘N%NH

R~ HCI
HCI

Schéma 8 : i) Boc,0, EtsN, THF, H,0; i) HNMe(OMe).HCI, EDC, HOBt, NMM, ACN, DCM; iii) LiAlH,, THF, 0°C puis aq. KHSO, iv)
Bn-NH,, NaHB(OAc);, DCM puis ag. NaHCO3 v) BrCN, NaHCO3, EtOH ; vi) HCI 4M, dioxane.
Les différentes mises au point, notamment en ce qui concerne la formation du cycle guanidine, ont été
effectuées sur le dérivé phénylalanine.

Une fois cette voie de synthese validée, elle a pu étre appliquée pour I’obtention d'autres analogues.

3.2.1.1.1-Mise au point de la voie de synthese

Les quatre premiéres étapes de cette voie de synthese sont identiques a celles du dérivé Tic-
guanidine et permettent d’obtenir les différents intermédiaires 20 a 23 avec de bons rendements. En
revanche, nous nous sommes concentrés sur I’optimisation de 1’étape de cyclisation via une autre

stratégie de synthése.
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OH —) OH —)
NHBoc NHBoc
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— 5 H —
H
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22 23

Schéma 9 : i) Boc,0, NaOH, H,0, THF, 81%; ii) MeNHOMe.HCI, EDC, HOBt, NMM, DCM, ACN, 66%; iii) LiAlH,, THF
puis KHSO, aq., 68%; iv) Bn-NH,, NaBH(OAc);, DCM puis NaHCO; sat., 90%.

Sur le composé 23, plusieurs essais de cyclisation ont été effectués pour pallier la difficulté de
réaliser la cyclisation directe via I’intermédiaire déprotégé 24 (Schéma 10). En effet, la cyclisation en
une seule étape du dérivé déprotégé 24, bien que décrite dans la literature, n’a pas permis d’identifier

le produit souhaité 26. La complexité du milieu a empéché sa purification et caractérisation.

Sg*asREeatasE e Pog

I
iv N
_ - E—
NHBoc NH, HCIH \NH
HCI

25 L 27 _

Schéma 10 : i) TFA, DCM, puis Na,COs ag., 87%; ii) BrCN, Et;N, DCM; iii) BrCN, NaHCO3;, EtOH, 92% ; iv) HCI. 1,4-
Dioxane 4M, 62%.

La formation de la fonction guanidine a été envisagée autrement en fonctionnalisant
sélectivement I'amine benzylique de 23 par BrCN, I’autre restant protégée par le groupement Boc
(Schéma 10)." Le produit 25 a été ensuite placé en milieu acide afin de déprotéger son groupement
carbamate. Le produit deéprotégé 27 n’est pas isolé et la cyclisation intramoléculaire a lieu

consécutivement pour donner le composé 26.

Afin de s'assurer de la formation de notre produit et écarter une réaction de dimérisation ou
I'obtention du produit intermédiaire sous sa forme ouverte, nous avons combiné toutes les analyses
pour caractériser le produit obtenu. Ainsi, les spectres RMN *H sont plus résolus et témoignent donc

de structures rigides. Le signal caractéristique de la fonction guanidine est observé en corrélation
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'H/*®*C. De plus, les analyses IR ont permis d'observer la disparition de la bande caractéristique du
groupement nitrile du produit de départ (composé 25, 2260-2240 cm™) au profit d’une bande
caractéristique du groupement imine dans le composé final 26 (1690-1640 cm™). Les analyses LC-MS,
quant a elles, montrent que le composé d’intérét a bien perdu le groupement carbamate et que nous ne
sommes pas en présence du dimere. Les études cristallographiques effectuées un peu plus tard ont
confirmé nos résultats.
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26
Figure 60 : Analyses RMN, IR et cristallographiques du composé 26

Nous avons pu ainsi valider cette voie de synthése et 1’exploiter pour I’obtention d’autres

analogues ouverts.

3.2.1.1.2 - Synthése d’analogues ouverts (voie 1)

Par analogie avec la synthése précédente a partir de la phénylalanine 20, des
pharmacomodulations ont pu aisément étre introduites en modifiant I’acide aminé de départ (Schéma
8). L’utilisation des acides aminés présente 1’avantage d’étre disponibles commercialement et

énantiomériquement purs a des prix raisonnables.

Les acides aminés ont été choisis a partir des études de docking réalisées au préalable. Les

composés donnant les meilleurs scores ont été alors synthétisés en priorité.

Certains des acides aminés ont été modifiés au préalable, comme c'est le cas pour les dérivés
28 et 29 N-méthyles (R' = Me, Schéma 11). Ainsi pour la phénylalanine (R = Bn) et 1’alanine (R =
CHjy), la méthylation est réalisée classiqguement dans du THF & 0°C sous atmospheére inerte en présence
de NaH et Mel.?* #2 Les dérivés N-méthyles sont obtenus énantiomériquement purs®® avec des

rendements respectifs de 90 et 97% (Schéma 11).
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28 29
Schéma 11 : i) Mel, NaH, THF, 0°C, 90% (R = Bn) et 97% (R = CHy).

Le dérivé méthoxy Boc-Tyr(OMe)-OEt 31 est obtenu a partir de I’ester éthylique de la tyrosine 30
(disponible au laboratoire) apres une substitution nucléophile dans du DMF par action du CHsl en

24 L hydrolyse basique de I’ester 31 est ensuite réalisée dans un mélange eau/THF

présence de K,COs.
en présence de LiOH.?® Les composés 31 et 32 sont obtenus avec des rendements respectifs de 97 %

et quantitatif (Schéma 122).

N N
HO 0_0, : /OO\OIO o i /O\©H\o/fo o
— — K
O\INJ\Ok NJLOJ< NJLO
H H H
30 31 32

Schéma 12 : i) Mel, K,CO3, DMF, 97%; ii) LiOH, THF, H,O puis solution saturée acide citrique; quantitatif.

Une fois les différents précurseurs nécessaires a la synthése préparés, les différents analogues
ouverts ont pu étre obtenus par le biais du chemin synthétique précédemment décrit. Les composés 33
et 35 ont été obtenus en utilisant le dérivé Boc-Tyr(OtBu)-OEt comme produit de départ (Figure 61).
Au moyen de cette voie de synthése, neuf nouveaux composés présentés ci-dessous ont été synthétisés,

le tableau 1 regroupe les rendements obtenus pour chaque étape de synthese.

87



Chapitre 3- Famille des guanidines
N N N
O 98" N~
.0 U0 e,
26 HCI 33 HCI 34 HCI

mN \N(_\_<N mN mN

N 4 N N

o LD W e D)
HCl 36 HCl 37 38 HcCl

3% He

HCI HCI
39 40

Yo dno o
HCI
41

Figure 61 : Analogues ouverts préparés

88



Chapitre 3- Famille des guanidines

<,..0 H
. . R N TR o R —~ RN o R\Q@
Entrée Compose ' o} R'NBoc H Phe RNBoe S\ R NH
R'NBoc R'NBoc HCl
1 R=Bn 42 43 44 45 26
R’=H 66% 68% 90% 92% 62%
2 R=Bn 46 47 48 49 33
R’ =CH;, 86% 27% 52% 44% 61%
3 R = pOMe-Bn 50 51 52 53 34
R’=H 48% 74% 22% 82% 67%
4 R = pOH-Bn 54 55 56 57 35
R’=H 76% (OtBu)  67% (OtBu) 58% (OtBu) 74% (OtBu) 75% (OH)
5 R =CHs 58 59 60 61 36
R’=H 64% 73% 19% quant 53%
6 R = -(CHy),- 62 63 64 65 37
R =-- 36% 73% 62% 79% 38%
7 R = pF-Bn 66 67 68 69 38
R’=H 70% 97% 70% 94% 90%
8 R =-CH,- 70 71 72 73 39
indole (N-Boc) 79% 73% 92% 81% 23%
R’=H
9 R =-(CHy)s- 74 75 = . 40
R =-- 60% 20% =
10 R =CH; 76 77 78 79 41
R’ =CH;, 76% 20% 53% 73% nd

Tableau 3 : Rendements des étapes de synthése pour les analogues ouverts

Les rendements obtenus pour certaines des étapes intermédiaires de la synthese sont trés

modestes (Tableau 3). Il a été constaté une perte importante du dérivé de 1’acide pipécolinique (entrée

6) lors de I’obtention de ’amide de Weinreb pendant le traitement de la réaction.

De la méme fagon, lorsque nous avons souhaité obtenir I’analogue ouvert a partir de la proline

(entrée 9), nous n’avons pas pu aller au-dela de la réduction de 1’amide en aldéhyde. En effet,

I’intermédiaire réduit est trés difficile a extraire de la phase aqueuse lors du traitement de la réaction et

nous n’avons pu I’obtenir. La synthese de cet analogue n'a donc pas été poursuivie.
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L’étape finale de synthése, quantitative dans la plupart des cas, a présenté quelques difficultés

lors de I’obtention des dérivés indoliques (entrée 8) et pipécoliniques (entrée 6). En effet, dans les

deux cas, les milieux réactionnels bruts ont montré la présence de nombreux produits secondaires,

compliquant ainsi la purification de ces composés.

D’autre part, I’analogue ouvert dérivé de la N-méthylalanine n’a pas pu étre convenablement

obtenu, le milieu réactionnel étant complexe, le produit final a été obtenu impur (entrée 10).

Certaines des structures cristallographiques des composés ont pu déja étre obtenues (Figure 62). Ainsi,

les analogues ouverts sont obtenus de maniere énantiopure, sauf pour le composé 33 et 39 lequels se

sont racémisés lors de la synthése. D’autre part, tous les analogues semblent adopter une forme coudée

dans I’espace.

C 4 Cl4b_J-
\\ - l, [ <

:)\“1-0
171 C17b
A

""X’EIBb
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HN

Cl

L0

NH,

36
Op = '9,0
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en

HCl NH H oM N
38 39
ap = -14,4

Figure 62 : Structure cristallographique des composés ouverts

3.2.1.2- Obtention d’analogues ouverts aprés coupure de la partie nord de la molécule (voie

2)
0
OB
N
HN \__Phe E> HN)\N\_ph
e
O N
N
R N,/\N R l,Ll H
I vl
oo)\o g)o)\o

Schéma 13 : Rétrosynthése de la voie 2

Dans un premier temps, une synthese avec une substitution symétrique (R = Phe) a été étudiée. Elle

nécessite de préparer I’ intermédiaire 84 (Schéma 13)
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2.1.b.i.- Premiere stratégie envisageée.

La synthése de la molécule 84 a été déja décrite pour la synthése de peptides sur support solide

avec un rendement de 82%. ¢

Toutefois, bien que ce composé ait pu étre obtenu a partir d’un dérivé biphényle diaminé aprés

cyclisation en présence de BrCN ou d’un dérivé imidazoguanidine (Schéma 14), 9> 204 206. 217

cette
stratégie nous limiterait & obtenir seulement cette molécule, sans nous permettre donc de diversifier

notre famille.

BrCN
Phe ,— Phe 7' phe [ \ Ph
H H Im2C=NH hig

NH
80 81

Schéma 14 : Synthése du dérivé biphényle diaminé.

Etant donné que nous voulions développer une synthése générale et en solution, nous avons
réalisé différents essais en nous appuyant sur la synthése des dérivés similaires, décrit par Akgun et

ses collaborateurs en 2010. 8

Pour cela, nous avons envisagé de préparer un premier dérivé dibenzylé a partir du bromure de
bromoacétyle. Cette synthése a nécessité de quelques mises au point, et ’ordre d’ajout des réactifs

ainsi que la température de réaction semblent &tre critiques pour 1’obtention du composé souhaité.

D ofw 22 Qi
Br — N
NH, + BrJ\/ \n/\N/\Phe
H
0]

82 83 84
Schéma 15 :i) Et3N, solvant, 0°C puis TA ; ii) Bn-NH,, Et;N, TA puis 65°C ; iii) HCI, AcOEt

Le tableau ci-dessous regroupe les différents essais effectués ainsi que les résultats obtenus.

Entrée Réactifs (éq.) Solvant Température Résultat
1 Bn-NH, (2), Et;N (5) ° CH,Cl,  0°Cpuis TA, 24h  Mélange complexe
2 Bn-NH, (2), Et;N (3) ** AcOEt  0°C puis TA (24 h) 15%
puis 65°C (18 h)
3 Bn-NH, (2), Nal (0.3), Et;N (3)?°  AcOEt  0°C puis TA (24 h) 45%

Tableau 4 : Conditions testées pour I’obtention de 84.

Quel que soit I’ordre d’introduction des produits lors de la synthése dans du dichlorométhane
(entrée 1), seuls des mélanges complexes ont été obtenus, le produit d’intérét n’étant pas identifié ou

en tres petites quantités.
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L’ordre d’ajout des réactifs ainsi que la température semblent tre importants lorsque la
réaction a lieu dans I’AcOEt. En effet I’ajout de la dibromocétone sur une solution d’amines
(benzylamine et EtsN) a 0°C puis 1’ajout des amines restant a température ambiante suivi d’un
chauffage & 65°C pendant une nuit, semblent favoriser la réaction. Le produit peut étre ainsi obtenu
pur aprés traitement et trituration dans I’HCI (entrée 2), toutefois la quantité de produit obtenu en fin
de réaction reste faible. L’ajout d’une quantité catalytique de Nal dans le milieu réactionnel permet
d’augmenter le rendement de la réaction de 30% (entrée 3). Puisque nous cherchions a synthétiser les
analogues réduit et oxydé du dérivé dissymétrique de cette famille, mais que cette méthode n’est pas
applicable lorsque la fonctionnalisation est différente a gauche et a droite de la molécule, nous n’avons

pas cherché a améliorer les rendements.

Toutefois, au cours de 1’année derniere, deux groupes de chercheurs ont travaillé avec le
méme type de composé. D’une part, Mitra et al. ont montré qu’il est possible d’obtenir des
rendements de 94% lorsqu’un catalyseur de cuivre est utilisé a des températures élevées.””® En
paralléle, Potopnyk a montré que de trés bons rendements sont aussi obtenus dans de 1’acétonitrile
lorsque les conditions de réaction sont parfaitement anhydres et que le mélange est agité de maniére

trés vigoureuse. %

Ainsi, une fois le composé souhaité 84 obtenu, différentes méthodes ont été envisagées afin
d’obtenir les dérivés cyclisés. Nous avons alors envisagé la cyclisation directe du composé dibenzylé
en présence de BrCN qui, aprés réduction, conduirait a la formation du dérivé guanidine réduite
(schéma 15).

O
@\/H NJ%
ey e Oy - O
O HN HN)\N
-0
84 85 81
Schéma 16 :1.3 ég. BrCN, 4 éq. Et;N, EtOH, TA puis 50°C

Cependant, les conditions de réaction n’ont pas permis d’isoler le produit cyclisé attendu 85
puisque celui-ci se forme en petite quantité dans un milieu réactionnel brut tres complexe. Aucun des

deux produits finaux souhaités 85 et 81 n’a pas pu étre obtenu par ce moyen.

La deuxieme voie synthétique envisageait la fonctionnalisation sélective du dérivé 84 pour
donner le composé 86, dont I’amine est protégée sous forme de Boc, par du BrCN (Schéma 17) puis
une déprotection du groupement Boc en milieu acide suivie de la cyclisation, de maniere équivalente a

celle utilisée pour ’obtention d’analogues ouverts. Malgré 1’utilisation de conditions de synthése
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habituelles?* 22

pour ce type d’addition, nous n’avons pas pu mettre en évidence la formation du
produit fonctionnalisé 87. Les milieux réactionnels sont complexes en fin de réaction avec

essentiellement le produit de départ 86.

Y
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Le tableau 3 ci-dessous regroupe les conditions testées pour la fonctionnalisation de la

84 86
Schéma 17 :i) Boc,0, Et;N, THF, H,0, 40%

fonction amide de 86 en présence de BrCN apres traitement des réactions.

Entrée Réactifs (éq.) Solvant Température Résultat
1 NaH (6.6), BrCN (6.6)* DMF 0°C puis TA Milieu complexe
2 NaH (1.1), BrCN (3) THF 0°C puis TA 86
3 NaH (6), BrCN (6) THF 0°C puis TA 86
4 NaH (6), BrCN (6) 1,4-Dioxane 0°C puis TA 86

Tableau 5 : Conditions de fonctionnalisation de la fonction amide.

L’instabilité du produit fonctionnalisé¢ semble €tre responsable des résultats obtenus. En effet,
bien que la conversion ne soit pas totale, I’analyse LC-MS du milieu réactionnel montre la formation
du produit fonctionnalisé 87. Toutefois c’est seulement le produit de départ qui est obtenu aprés
traitement de la réaction. D’autre part, la fonctionnalisation de la fonction amide par un groupement
méthyle a pu étre obtenue dans les mémes conditions de réaction avec de trés bons rendements, ce qui

est en faveur d’une probable instabilité du dérivé nitrile 87.

Cette stratégie abandonnée, nous avons envisagé d’obtenir 1’analogue guanidine réduit en nous
appuyant sur la synthése développée en série réduite décrite précédemment (Schéma 8). Pour ce faire,
suite a la réduction de la fonction amide de 86 en amine, la fonctionnalisation a été envisagée (Schéma
17). Toutefois la réduction de 86 en 88 n’a pu étre obtenue malgré quatre tentatives différentes selon

des conditions décrites dans la littérature.

+ NN
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Schéma 18 : Réduction de fonction amide
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Les réactions ont été suivies par LC-MS et les résultats montrés ci-dessous correspondent a ce qui est

observeé avant traitement du milieu réactionnel (Tableau 6).

Entrée Réactifs (éq.) Solvant Température Résultat
1 BH; (7.5)* THF 0°C puis TA (24h) 86
puis 60°C (3h)

2 LiAIH,(8.2)**  THF (0.3M)  0°C puis TA (24h) 86 et 88 dans un milieu
complexe

3 LiAIH,(2.97%°  Et,0(0.1M)  0°C puis TA (24h) 86 et 88 dans un milieu
complexe

4 LiAIH,(2)%"  Et,0(0.25M)  0°C puis TA (3h) Milieu trés complexe

Tableau 6 : Conditions de réduction de la fonction amide
Apres ces essais non concluants, la synthese a finalement été envisagée de fagon similaire aux
dérivés ouverts obtenus par la voie 1, cette fois-ci a partir de la glycine (Schéma 19).
3.2.1.2.1-Obtention analogue ouvert a partir d’acide aminé glycine

Une réaction de substitution nucléophile, en partant de la glycine protégée sous forme de Boc
90 et de bromure de benzyle en présence de NaH, permet d’aboutir au composé 91. Le rendement a pu

&tre optimisé & 60% en ajoutant des quantités catalytiques de Nal.?*?

_ . I
BocHN/\n/OH i R/\N/\H/OH ii R/\N/\H/N“O/ iii R/\N/\H/H
o} : '

BOCO BOCO BOCO
90 R= Phe 91 R= Phe 92 R= Phe 93
N
v H\Q — l||\© —>. Q/ [
\Y/|
BOC BOC NH  HCI
R=Phe 94 R= Phe 95 81

Schéma 19 :i) BnBr, NaH, Nal, THF, 0°C, 60%; ii) MeNHOMe.HCI, EDC, HOBt, NMM, ACN, DCM, 72%j; ii) LiAlH,4, THF,
0°C puis KHSO, aq, 34% ; iii) Bn-NH,, NaBH(OACc)3;, DCM, 64%; iv) BrCN, NaHCO;, EtOH, 69%; v) HCI. 1,4-Dioxane,
51%.

Une fois ce produit obtenu, le méme chemin réactionnel employé pour la voie 1 permet
d’obtenir cet analogue ouvert 81. Le dérivé aldéhyde 93, obtenu via I’amide de Weinreb 92, subit une

réaction d’amination réductrice qui permet d’aboutir a I’amine correspondante 94. Cette derniére est
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ensuite fonctionnalisée sélectivement en présence de BrCN. L'étape de déprotection /cyclisation
permet enfin d’aboutir au composé guanidine final 81 (Schéma 19, les rendements présentés
correspondent & R = Phe).

Ainsi, cette voie synthétique qui rejoint la voie 1 peut étre utilisée pour la synthese des
différents analogues ouverts de cette famille. Les différentes modulations dans cette partie des

molécules se feront par la suite en fonction des résultats biologiques préliminaires.

3.2.2- OQuverture du cycle imidazolidine

Dans I’optique de compléter les modulations issues de 1’ouverture de 1’hétérocycle du dérivé
Tic-guanidine, nous avons imaginé 1’ouverture de 1’hétérocycle a cinq chainons des deux cotés du

groupement benzyle, tout en gardant dans les deux cas une fonction guanidine substituée ou non.

Pour simplifier la synthése, le groupement carbonyle a été conservé dans les deux cas, et nous

sommes partis de 1’acide tétrahydroisoquinoléine carboxylique Tic-OH (Schéma 20).

@p <= @O@bf; @Cﬁ@@

COOH
e
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Schéma 20 : Modulations autour de I’hétérocycle guanidine

3.2.2.1- Synthese du dérivé benzyle-guanidine 96 (voie 3)

Pour la préparation du dérivé benzyle-guanidine 96 plusieurs stratégies de synthése ont été
envisagées. Le composé 98 a été préparé a partir de ’acide tétrahydroisoquinoléine carboxylique et

obtenu avec un trés bon rendement (Schéma 21).
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Schéma 21 : i) Boc,0, Et;N, THF, H,0, 93%; ii) MeNH,, EDC, HOBt, NMM, CH3CN, CH,Cl,, 79%, iii) HCI/Dioxane 4M,
98%; iv) BrCN, NaHCOj3, EtOH, quantitatif ; v)Bn-NH,, MeOH, 0%. 228

Les travaux précédents nous ont permis d’envisager 1’addition du dérivé cyanogéne sur le
produit issu de la déprotéction du composé 98, dans les mémes conditions que précédemment. Apres
cing heures de réaction, le milieu réactionnel est composé principalement d’un produit majoritaire.
L’analyse par LC-MS montre qu’il posséde la masse du dérivé nitrile attendu 99 (Schéma 21). Etant
donné que celui-ci présente des probléemes de stabilité, il est utilisé tel quel pour la réaction de
cyclisation suivante. Pour 1’obtention du composé final 96, nous avons réalisé plusieurs tentatives

d’addition de la benzylamine sur le dérivé nitrile 99 brut (Tableau 7).

entrée Réactif (éq.) Solvant Température Résultat
1 Bn-NH, (0.85)*® MeOH TA (24h) 100 majoritaire
2 Bn-NH, (0.85) MeOH Reflux (3h) 100 majoritaire

Tableau 7 : Conditions testées pour [’addition de Bn-NH,

Dans les deux cas, les milieux réactionnels bruts sont complexes en fin de réaction. Apres
traitement, un produit majoritaire peut étre isolé. Les analyses du composé obtenu (LC-MS et RMN)
montrent qu’il s’agit du produit de cyclisation intramoléculaire 100. En effet ’analyse *C-RMN
montre un signal a 156 ppm, caractéristique des carbones des fonctions guanidines (aux alentours de
150-160 ppm). De plus, le signal du carbone du groupement nitrile n’est pas observé. En effet, il se
peut que le dérivé nitrile, étant peu stable, se soit cyclisé en présence de la base (Bn-NH,) ou avant la
réaction méme. La structure formée, tricyclique, serait aussi beaucoup plus stable que la structure
ouverte précédente et donc favorisée. Cette hypothese est avancée car les temps de rétention pour les

deux composés, départ et final, ne sont pas significativement différents.
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3.2.2.2- Synthése du dérivé benzyle-guanidine a partir du dérivé ester méthylique

Afin de contourner le probléme, la fonction amide a été remplacée par un ester méthylique.

o} 0 O
OH i o i o i cooCth
NH > NH N N__N
2 cr- \\\N \ﬂ/

NH
10 101 102 103

Schéma 22 : i) SOCl,, MeOH, 0°C, 91%; ii) BrCN, NaHCO3, EtOH, quantitatif ; iii) Bn-NH,, MeOH 0% ; ou ; Bn-NH,,,
HCl/Dioxane, 0% ; Bn-NH,, HCI/Dioxane, uw, 90°, 0%.

Apres une réaction « one pot » ou 1’acide Tic-OH 10 est transformé en chlorure d’acyle puis
en ester méthylique 101, ’amine est fonctionnalisée par du BrCN pour obtenir le composé 102.
Ensuite, différentes conditions ont été testées pour la formation du dérivé guanidine 103 (Schéma 22,
Tableau 8).

Entrée Réactif (éq.) Solvant  Conditions Résultat
1 Bn-NH, (1.6) MeOH* TA, 24h 1 produit majoritaire non isolé
(dégradation pendant purification)
2 Bn-NH,(1.5), HCI 4M  Dioxane*®  TA, 24h 0% de conversion
3 Bn-NH, (1.5), HCI 4M Dioxane Reflux, 2h 0% de conversion
4 Bn-NH, (1.5), HCI 4M Dioxane pw, 90°C, dégradation
15

Tableau 8 : Conditions pour la formation de la fonction guanidine

Bien que le produit majoritaire obtenu lors du premier essai n’ait pu étre isolé, en raison de la
dégradation de celui-ci sur le gel de silice (entrée 1), les analyses LC-MS ([M+1] 292) ainsi que
I’analyse RMN du produit brut aprés traitement montrent qu’il s’agirait d’un dérivé 3 issu de

I’addition du groupement benzyle puis de la cyclisation intramoléculaire (Figure 63).
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Figure 63 : Molécule obtenue apres réaction (entrée 1)

Etant donnés les résultats obtenus, cette voie de synthéese a été abandonnée.

3.2.2.3- Synthése du dérivé guanidine (voie 4)

En paralléle, la synthése du deuxieme dérivé ouvert 97 a été également testée. La synthése
proposée utilise les voies précédemment développées (Schéma 3) et passe par I’intermédiaire 16.

Cependant, lors de la derniere étape pour obtenir la guanidine en présence d’ammoniac aqueux, le

produit désiré 97 n’est pas observé.

@@*@ @C*Q%GC*ND@
| m \wb

Schéma 23 : i) BrCN, NaHCO3, EtOH, 42% ;ii) NH3 aq, MeOH, 0%.

Nous observons la formation d’un dérivé issu d’une cyclisation intramoléculaire avec un bon
rendement (81%, Figure 63). L’analyse du composé montre qu’il s’agit de I’un des produits que nous
avons souhaité obtenir au début du travail, laTic guanidine oxydée 3. Cette voie de synthése serait une

voie plus efficace que celle envisagée au début du projet.

Face & la difficulté de former la fonction guanidine via les dérivés nitriles correspondants,

nous avons envisagé par la suite d’introduire cette fonction a partir de pyrazole-1-carboxamidine.
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3.2.2.4- Introduction de fonction de type guanidine a partir de la pyrazole-1-

carboxamidine

Selon la littérature, il est possible d’introduire facilement la fonction guanidine par des dérivés
tels que la pyrazole-1-carboxamidine 104 (Schéma 24). Bien que I’utilisation de la 1H-pyrazolo-1-
carboxamidine chlorhydrate ait été décrite pour la premiére fois pour la synthése de dérivés guanidines
a partir d’amines dans les années 60,”' ¢’est seulement dans les années 90 que Bernatowicz et ses
collaborateurs se sont intéressés a la réactivité des dérivés carboxamidine (ainsi qu’a ses limitations) et
au développement des conditions adéquates pour leur utilisation dans la conversion d’amines en

guanidines dans la synthése en support solide.?*’

Le sel de carboxamidine est disponible commercialement, mais il peut aussi étre facilement
préparé avec des bons rendements a partir de la réaction entre le pyrazole et la cyanamide dans I’HCI/
dioxane anhydre a reflux. Le sel obtenu présente des propriétés de solubilité adéquates qui font de lui
un bon agent de guanidilation dans différents solvants organiques (DMF, tétrahydrofurane, acétone,

etc...) en présence de DIEA (diisopropyléthylamine).

! N R-NH R.
N’ 2 NH + f/ \\N
4'\ + HN)\N H+ N’
HN” "NH, 3 H
104 o cl 105

Schéma 24 : Syntheése du sel de carboxamidine

Les amines aliphatiques primaires et secondaires non encombrées peuvent étre facilement
transformées en dérivés guanidines correspondant en présence de quantités steechiométriques de
carboxamidine 104 et DIEA dans du DMF a température ambiante (Schéma 24). Le sous-produit
pyrazole libéré est facilement éliminé aprés lavage a 1’éther. D’autre part, les conditions réactionnelles
douces permettent de travailler avec des amines thermolabiles. De plus, les réactions de guanidilation
sont favorisées par rapport a d’autres groupement nucléophiles, tels que groupements hydroxyle, thiol,
indole ou carboxyle, ce qui limite les réactions secondaires et 1’utilisation de groupements protecteurs.
De plus, leurs bonnes propriétés physicochimiques font d’elles des bons agents de guanidilation dans

des conditions douces.
En revanche cette méthodologie n’est pas bien adaptée aux amines encombrées, en raison de
leur faible solubilité, qui précipitent facilement dans le milieu réactionnel généralement utilisé,

facilitant ainsi 1’auto-condensation du dérivé carboxamidine 104 que se trouve encore en solution. En
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effet, une des réactions indésirables de ce procédé est 1’auto-condensation du sel de carboxamidine et
la formation du dérivé di-guanidine 106. Toutefois la formation de ce type de produit est beaucoup
plus lente, et seulement observée lors que I’amine présente des problemes de solubilité, de réactivité

ou que les températures de réaction nécessaires sont importantes (Schéma 25).

QN DIEA/DMF R QN . &

’ + .
> N
HN)\NH; HN)\”J\NH; H

- Cl
104 CI 106 105

Schéma 25 : Formation du dérivé di-guanidine.

Dans cette optigue, nous avons souhaité utiliser cette méthode d’obtention des dérivés ouverts.
Pour ce faire, I’introduction de la fonction guanidine a été imaginée a partir de la condensation entre le
chlorhydrate de pyrazolo carboxamidine 104 (ou de son analogue 107, préparé au préalable) et du
dérivé de I’acide tétrahydroisoquinoléine 8 ou 98 (Schéma 26).

Ses e @dﬂ@ W .
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97 104
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Schéma 26 : Rétrosynthése pour I’obtention de dérivés ouverts

3.2.2.4.1- Synthese du dérivé guanidine 97

Nous avons tenté d’introduire la fonction guanidine, sur le dérivé benzylamide, pour obtenir
ainsi un premier dérivé ouvert. Sur ce composé, différents protocoles déja décrits ont été testés
(tableau 9). Puisque nous avions a disposition le chlorhydrate de 1H-pyrazolo-carboxamidine 104, la

plupart des tests ont été effectués avec ce dérivé (Schéma 27).
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Schéma 27 : Synthése de la (3S)-N-benzyl-2-carbamimidoyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxamide a partir de la N-
benzylpyrazole-1-carboxamidine

Dans notre cas de figure, un ajout de base a été nécessaire, dans la mesure ou notre amine de
départ est utilisée directement sous forme chlorhydrate. D’aprés ces conditions, la formation du

composé 97 pourrait se faire selon le Schéma 28.

Schéma 28 : Mécanisme de réaction

Les conditions essayées et les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau qui suit.

Entrée Réactif (éq) Solvant Conditions Résultat
1 105 (1), DIPEA (1) ** DMF 60°C, 24h 8
2 105 (2), Et;N (3) CH4CN 60°C, 24h 1 produit majoritaire
non identifié
3 105 (1), Et;N (1) 2 DMF 60°C, 18h 1 produit majoritaire
(different du précédent)
4 105 (1), DIEA (7.5) *** MeOH 60°C, 48h 8

Tableau 9 : Conditions essayées pour la formation de la fonction guanidine

Toutefois, ceci n’a pas suffi @ mener a bien la réaction, puisque dans aucun cas le produit 97
n’a été identifié. Dans les cas ou un produit majoritaire a été observé, celui-ci a été isolé mais n’a pas
pu pour le moment étre identifié, malgré différentes expériences RMN (HSQC et HMBC enrichies en
>N} susceptibles de nous montrer les nouvelles corrélations entre la fonction guanidine rajoutée et le
reste de la molécule.
Bien que nous n’ayons pas trouvé de conditions adéquates pour cette synthése, nous avons fait tout de

méme quelques tests pour 1I’obtention du dérivé benzyle guanidine.
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3.2.2.4.2- Synthése de la N-benzylpyrazole-1-carboxamidine (107)

Pour la synthese du dérivé benzyle-guanidine, le réactif 107 a été obtenu une seule étape (Schéma 29).

N /ZIZIH N NH
. B .
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Schéma 29 : Synthese de la N-benzylpyrazole-1-carboxamidine

Pour I’obtention de ce fragment, trois essais sont présenteés dans le tableau ci-dessous (Tableau 10).

Entrée Réactif (éq.) Solvant Conditions Résultat
1 Bn-Br (1), NaH (1.2) *® THF 0°C puis 25°C, 0%
48h
2 Bn-Br (1), NaH (3) **° THF 0°C puis 50°C, 7%
48h
3 Bn-Br (1), K,COj; (4.6) DMF TA, 20h 32%
Tableau 10

La réaction réalisée dans du DMF en présence de K,CO;z a permis d’obtenir le composé
souhaité avec un rendement trés modeste de 32% (entrée 3), mais qui nous a permis d’obtenir

suffisamment de produit pour tester la réaction suivante.

Toutefois, bien que ceci n’a pas été testé, Bernatowitz et ces collaborateurs décrivent qu’il
serait possible de former le méme composé 107 par le biais d’une méthode alternative. Ainsi la
fonction benzylguanidine pourrait étre synthétisée apres fonctionnalisation de la benzylamine avec un
dérivé cyanogéne puis mis a reflux en présence d’imidazole. Cependant, le rendement pour cette

réaction n’est pas connu (Schéma 30).%"’

H
N \NN NH
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Schéma 30

La synthése du dérivé guanidine 96 est alors testée en présence de DIPEA et de 107 dans le

dichlorométhane (Schéma 31).
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CONHCH,

gee

Schéma 31 : Synthese de la (3R)-N-benzyl-3-methyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxamidine
i) DIPEA 2 éq., CH,Cl,.

NH o
N. N~ i
N "N
cl
107 101 96

Aprés une nuit a 40°C un produit majoritaire a été isolé. La RMN témoigne de la formation
d’un nouveau composé qui ne semble pas correspondre au produit attendu. En effet, bien que la
préscence d’un groupement méthylene a pu étre constatée sur les spectres proton et carbone, la
structure du nouveau composé n’a pas pu étre determiné malgré les correlations 2D.

Nous avons décidé de mettre fin aux tentatives de synthése de ces deux analogues ouverts une fois

gue nous identifierons les produits obtenus.

3.2.3- Modulation du centre asymétrique du tricycle central

La synthése de I’énantiomére R de la Tic-guanidine imaginée au début de ce projet nous a
permis non seulement de réaliser une nouvelle modulation de la molécule de départ mais aussi de

vérifier I’énantiopureté de notre voie de synthese.

L’énantiomére R a été synthétisé a partir de 1’acide (D)-1,2,3,4-tétrahydroisoquinoline-3-
carboxylique selon la méme voie de synthése précédemment décrite. D’une maniére générale, les
différents intermédiaires ont été obtenus avec de bons rendements, logiquement comparables a ceux

obtenus pour 1’énantiomere 2.

O
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Schéma 32 : i) Boc20, Et3;N, THF, H20, 86% ; ii) HNMe(OMe).HCI, EDC, HOBt, NMM, CH3CN, CH,Cl,, 33%; iii) LiAlH,,
THF, 0°C puis agq. KHSO,, 67%. iv) Bn-NH,, NaHB(OACc)s, CH,ClI, puis ag. NaHCO3, 48% ; v) BrCN, NaHCO;, EtOH,
quantitatif ; vi) HCI, dioxane, 88%.
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Etude de chiralité :

Afin de valider 1’énantiopureté de la voie de synthése mise au point pour I’obtention des
composeés de la famille Tic-guanidine, nous avons choisi de combiner différentes analyses :

- la mesure du pouvoir rotatoire (0.005 g/mL),

- I’analyse cristallographique des composés cristallisés (menée en collaboration avec le Pr
Christian Jarry, CNRS FRE 3396 & Bordeaux),

- I’analyse par HPLC chirale (Dr. Emanuelle Lipka).

Des résultats préliminaires permettent déja de comparer les deux énantioméres. En effet,
I’étude cristallographique montre que le dérivé S (2) est énantiomériquement pur. Bien que nous
attendions a présent les résultats des études réalisées sur 1’énantiomére R (117), nous pouvons déja
avancer que celui-ci s’est épimérisé puisque les valeurs obtenues lors des mesures de pouvoirs
rotatoires ne sont pas parfaitement opposées (Figure 64). De plus, il nous a permis de verifier que nous
avions bien obtenu le composé souhaité 2 et non un analogue structurale comme il a été le cas de 18,

I’analogue structural de 3 (Figure 58).

Parallélement, grace a la synthése des deux énatioméres, une étude sur I’HPLC a pu étre
mise au point. Les conditions suivantes: Colonne de Cellulose OD-H, Eluant: Isocratique,
Hexane/lsopropanol 80/20. Débit: 1 ml/min a 30°C ont permis d’aboutir a la méme conclusion, a

savoir : 78% de ee.

e cra \CIE el ‘
\ i c7 \ T (=] N N 2
/CIN /E’N / X ‘5 \‘{

** NH ap=-109,6

BEAN
©/V\N\‘<N 117

He NH ap= 59,2

Figure 64
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La pureté énantiomérique des intérmediaires Boc S (11) et R (112) issus de la premiere étape
de la synthése a eté vérifiee et montre des pouvoirs rotatoires parfaitement opposes (ap (5=15,0, op
®= -15,2). Nous sommes en train de reprendre cette synthese en mesurant a chaque étape les pouvoirs
rotatoires des intermédiaires et en menant les syntheses des 2 énantioméres en paralléle, de facon a
nous assurer des mémes temps de traitement (hydrolyse, extraction, ..).

Pour les composes ouverts, pour lesquels seul un des énantioméres a été préparé, seuls les
résultats cristallographiques montrés précedement, nous permettent de conclure quant a
I’énantiopureté de ces composés. Ainsi, les analogues ouverts cristallisés (26, 36, 38) n’ont pas
montré d’épimérisation (Figure 60, Figure 62). Toutefois, le composé 33 s’est racémisé pendant la
synthése (Figure 62) ainsi que 1’ont montré les études cristallographiques. Bien que nous ayons utilisé
des conditions basiques fortes (NaH) lors de notre chemin réactionnel pour 1’obtention de certains
dérivés (33 et 40), elles ne sont pas sensées de provoquer I’épimerisation de nos composés.?

Toutefois ceci a pu étre observé pour trois des produits finaux (33, 39 et 117).

3.2.4- Modulation de la partie droite de la molécule

Au début du projet, nous nous sommes concentrés principalement sur la modulation du
squelette de la Tic-guanidine pour ainsi obtenir différents analogues ouverts, tout en conservant la
partie droite de la molécule constante. Cependant, il nous a semblé important de nous intéresser a la
modulation de cette partie de la molécule puisque il a été observé que le fragment de la molécule qui
se placerait dans la partie haute du récepteur (poche hydrophobe diffuse) semble avoir aussi une

: o . 180, 181
importance dans ’affinité pour le récepteur.

Les études in silico nous ont permis de proposer parmi une vaste collection d’amines, celles

qui pourraient étre introduites au cours de I’étape d’amination réductrice et conduire a des molécules

potentiellement affines pour le récepteur A, ( Figure 65).
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Figure 65 : Pharmacomodulations de la partie droite de la Tic-guanidine

Le chemin réactionnel suivi pour la synthése des différents analogues est le méme que celui
présenté antérieurement (Schéma 8). Nous en avons profité pour synthétiser a nouveau le composé 2
par ce méme chemin réactionnel afin d’avoir des résultats comparables. Tous les dérivés ont été

obtenus avec des rendements trés satisfaisants (Schéma 33, Tableau 11).

o o

. R

OH i, i, iil H iv N

NH —— NBoc NBod"

10 14
N
|||
NBoc \\<

NH cI”

Schéma 33 : i) Boc,0, Et3N, THF, H,0, 93% ; ii) HNMe(OMe).HCI, EDC, HOBt, NMM, CH3;CN, CH,Cl,, 61%; iii) LiAIH,,
THF, 0°C puis ag. KHSO,, 66%. iv) R-NH,, NaHB(OAc)s, CH,Cl, puis ag. NaHCOs, v) BrCN, NaHCO,, EtOH ;vi) HCI,
dioxane.
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R CN
N’ | R N-R
H N N\«
) NBoc NBoc . _
Entrée R= NH; Cl

/_@ 15 123 3
1 95% 51% 46%

VR 124 125 118
2 N= gquantitatif 54% 67%
3 I/_Q 126 127 119
92% 90% 82%
Vo 128 129 120
4 _/ 99% 97% n.d
J NH
5 _ 130 131 121
quantitatif 59% --
132 133 122
CHy(CH,)4CH;s
6 97% 76% 88%

Tableau 11 : Rendements obtenus pour chaque étape de synthese

Les faibles rendements observés pour le dérivé final morpholine (entrée 4) s’expliquent par
une difficulté de purification trés importante. Malgré une multitude de lavages, essais de précipitation
et purification sur colonne de gel de silice il n’a pas été possible d’obtenir un produit pur. La plupart

du produit brut a été perdu lors de tous ces essais.

D’autre part, le dérivé final substitué par 1’indole 121(entrée 5) n’a pas pu étre obtenu. En
effet, lors de la déprotection en milieu acide, une quantité importante de produits divers semble se
former, le dérivé souhaité étant en quantité minoritaire, il s’est avéré difficile de le récupérer et

1’obtenir pur.

3.2.4- Substitution de [’hétérocycle tetrahydroisoquinoleine

En dernier lieu, des substitutions sur 1’hétérocycle aromatique de la tetrahydroisoquinoleine

ont été envisagées et effectuées. Ceci ayant pour but d’améliorer I’ancrage des molécules au fond de la
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poche du récepteur et d’optimiser les interactions avec le Trp*®. Les deux modulations envisagées
sont présentées ci-dessous.

wa = :ZD@@N“@

NH

2 R= H, Me

Schéma 34 : Substitution de I’hétérocycle tetrahydroisoquinoleine

Dans un premier temps, nous avons imaginé un chemin synthétique, a partir de la L-DOPA
136 qui devrait nous permettre d’obtenir le dérivé catéchol 135 via une cyclisation de Pictet-Spengler
(Schéma 35).

0 0
HO
H
HO \\E\IH :>HO NH > o NH,
134
135 136

Schéma 35 : Retrosynthése pour I’obtention de 134 en passant par un dérivé cathéchol

Le dérivé cyclisé intermédiaire 135 est obtenu avec un trés bon rendement (Schéma 36).

o o
HO
H O@/\HL OH I K)CHL OH
—_—
HO NH, HO NH HCI
136 135
Schéma 36 : i) HCHO, HCI, H,0, quantitatif

Cependant, le composé obtenu 135 est tres insoluble dans la plupart des solvants organiques,
ce qui a empéché de poursuivre le chemin synthétique envisagé. De fait, nous avons changé de
stratégie de synthése, afin d’essayer de contourner les problémes de solubilité, en protégeant la
fonction catéchol par des groupements O-méthoxyle. Cette stratégie permet ainsi d’obtenir les deux
composeés finaux (dérivé catéchol et dérivé méthoxyle) a partir des mémes intermédiaires (Schéma
37).
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| O
N OH
HO N\« |:>O NH
NH |
134 137
| (0] O
0]
OH HO OH
:> (l) NH, E_—:ll> HO NH,
138 136

Schéma 37 : Retrosynthese pour /’obtention de 134 en passant par un dérivé O-méthoxyle.

La synthese compléte de ces analogues passe par I’intermédiaire amide de Weinreb 143 et
implique plusieurs étapes (Schéma 38).

NHBoc NH2

CF3CO2
| 0 |
(0]
v 07 vi O oH Vi vii
(0] NBoc o NBoc NBoc
I
I
141 142 43
HO

viii, ix
_________ - 0w
x i, xi  HO X .
NH;
134 o

Schéma 38 : i) SOCI,, MeOH, quantitatif ; ii) Boc,O, Et;N, dioxane, H,O, quantitatif ; iii) Me,SO,4, K,CO3, (CH53),CO,
reflux, 85%, iv) HCHO, CH,CI,, TFA, quantitative; v) Boc,O, Et;N, dioxane, H,O, 77 %; vi) NaOH 1M, MeOH, THF, 0°-
25°C, 81%; vii) HN(Me)OMe.HCI, NMM, EDC, HOBt, CH3CN, CH,Cl,, 72%,viii) LiAIH, 1M, THF, 0°C puis ag. KHSO,,

47% ; ix) Bn-NH,, NaBH(OACc);, CH,CI,; ; puis ag. NaHCO3, 98%; x) BrCN, K,COs, EtOH, xi) HCI/ Dioxane 4M; xii) BBrs3,
CH,Cl,
Dans un premier temps, I’ester méthylique de la L-DOPA est obtenu en présence de chlorure
de thionyle dans le méthanol. La fonction amine est ensuite protégée par un groupement Boc.
La diméthylation de la fonction catéchol a été réalisée dans 1’acétone a reflux en présence de Me,SO,
et d’une base, permettant d’obtenir le composé diméthoxy 139 avec un rendement meilleur qu’en

présence d’iodure de méthyle (85% au lieu de 38%).
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La cyclisation de Pictet-Spengler est réalisée en présence de formaldéhyde en milieu acide.
Dans un premier temps nous avons choisi de travailler dans un milieu acide aqueux (HCI), toutefois
des problémes de solubilité ont été rencontrés. La cyclisation a donc finalement été réalisée dans un
mélange TFA/dichlorométhane, ce qui a permis d’obtenir le composé déprotégé cyclisé 140 pur avec

un rendement quantitatif.

Apreés une nouvelle protection de la fonction amine sous forme de Boc, le produit 141 est
obtenu propre aprés lavages avec un rendement de 77%. A partir de cette étape, le chemin synthétique

utilisé est le méme que celui pour 1’obtention des analogues ouverts.

Contrairement a tous les autres composés, 1’étape de réduction a conduit a la formation de

I’aldéhyde désiré mais également de I’alcool correspondant 145 (Schéma 39).

| o | 0 |
0 WO OI;O)LH o o
ODCQl - o NBoc * Om;c

| 143 | 144 | 145

b

Schéma 39 : i) LiAlH, 1M, THF, 0°C puis ag. KHSO,, 47% de aldéhyde ; ii) Periodinane de Dess-Martin, CH,Cl,,
quantitatif.

L’alcool 145 a alors été réoxydé en 1’aldéhyde 144 dans du dichlorométhane en présence de

périodinane de Dess Martin (Schéma 39). L’aldéhyde est obtenu avec un rendement quantitatif.

En effet, un des agents oxydants les plus utilisés pour I’oxydation d’alcools primaires et
secondaires en aldéhydes et cétones respectivement, est le périodinane de Dess-Martin (DMP), 2% 2%
un agent capable d’oxyder sélectivement des fonctions hydroxyle en présence de fonctions diverses
telles que des alcenes, sulfides, énols, ethers ou amides secondaires. Les conditions de réaction douces
et la haute chimio sélectivité de la réaction font de lui un agent oxydant idéal pour des substrats

sensibles. 24
La suite de cette synthese est actuellement en cours. Du composé final découlera aussi un

deuxieme produit, aprés déprotection de la fonction catéchol, qui pourra étre testé quant a son affinité

pour le récepteur Ag,.
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3.3- Etudes préliminaires des propriétés biologiques

Dans le but de valider les différentes pharmacomodulations effectuées sur la famille
guanidines, des études préliminaires in vitro (affinité pour le récepteur A,, et cytotoxicité sur des
cellules neuronales SY5Y) ont été réalisées. La mesure de la cytotoxicité cellulaire a été réalisée par
Amélie Barczyk a ’ICPAL. Je suis allée réaliser les études d’affinité vis-a-vis du récepteur A,, a
I’Unité de Neurosciences de I’Institut de Médicine Moléculaire du Dr Luisa Lopes, a Lisbonne

(Portugal).

3.3.1- Etude d affinité

Le protocole a été adapté de la procédure fournie par Perkin Elmer et il est décrit dans la partie
expérimentale.

L’affinité est mesurée par la quantification directe du complexe ligand récepteur (LR) sur une
préparation des membranes des cellules HEK293 exprimant le récepteur commercialement disponible,
I’étude est réalisée en triplica avec un écart de moins de 10%. Les membranes sont incubées avec une
gamme des concentrations testées (12) et chaque point est mesuré en double. L’affinité vis-a-vis du
récepteur est mesurée selon le déplacement de ce méme antagoniste radiomarqué (*H-ZM241385,
[12nM]). La radioactivité est ensuite déterminée par scintillation. La liaison non spécifique des
préparations membranaires est déterminée en utilisant le méme antagoniste de référence non
radiomarqué (ZM241385, [5 uM]). L’affinité vis-a-vis I’agoniste CGS 21680 a été aussi mesuré afin

de pouvoir établir des relations structures activité avec le composé 1 Tic-hydantoine.

Les constantes d’affinité (K;) ont été déterminées a partir des valeurs de déplacement du ligand
radiomarqué calculés a 1’aide du logiciel Graphpad. Lorsque les composés ne présentent pas au moins
50% de déplacement a des concentrations de 100 uM le K; n’a pas été déterminé. Pour les composés

présentant des affinités intéressantes, des études de fonctionnalité ont été engagées.
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Composé Structure Ki (M) Inhibition d(%/::’;l grf&;s;&ce cellulaire
CGS-21680 - 0.503 -
O
N
(0]
2 o
N
©:)\‘T( 64 20
Hcl NH
O
N
N\\< 145 71
NH
SNV «
N
N
~ 69 21
Hor NH
72\
118 @AN N=
\if\l Ny 316 0
HCI
119 ©©AN—/
N )
(
T .
HCI
N O
120 @AN_/_ /
\‘,{l Ny 327 0
HCI

Tableau 12 : Résultats d’affinité et cytotoxicité des dérivés guanidines fermés. * 117 a été testé sous forme non
énantiomériquement pure (ee 78%)
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Inhibition de la croissance cellulaire

Composé Structure Ki (uM) (%) & 100uM
CGS-21680 - 0.503 --
122 @/\NJ_/_/
N
\§\1 Ny 236 20
HCI
2 N H HCI 203 0
Wwﬁ
N
33 A nd 0
NH HCI

N—f
34 \OO/D\‘T( nd 0

HCI

N—j
35 HOO/D\IT\« nd 0

\y HCl
N—f
38 HN nd 15
F ~
\n HCl
* /] A
N ~ 345 0
H NH HCI
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Inhibition de la croissance cellulaire (%) a

Composé Structure Ki (uM) 100uM
CGS-21680 - 0.503 --

36 HN N nd 10

NH HCI
N—j
N
37 CT( nd 0
NH HCI
@mf |
81 \< n 8
NH

HCI

Tableau 13 : Résultats d’affinité et cytotoxicité d’analogues ouverts.

Conformément aux résultats présentés dans le Tableau 12, le remplacement du noyau

hydantoine par un motif guanidine oxydée n’améliore pas 1’affinité pendant que les motifs guanidines

réduite (les deux énantioméres) posseédent des affinités équivalentes a celle du noyau d’origine (Figure

51).

L’ouverture de I’hétérocycle central, quelle qu’elle soit, n’améliore en rien 1’affinité, au

contraire elle est perdue complétement (Erreur! Source du renvoi introuvable.). De plus, les

structures cristallographiques des analogues ouverts confortent les résultats obtenus. En effet, leur

structure coudée, ne serait pas favorable a leur entrée dans la poche du récepteur.

Seule une chaine butylbenzyle améliore 1’affinité aprés la modulation de la partie droite de la

molécule (Figure 66).
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N
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R \}\l H Inhibition = 70%
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o
26,33-39 119
N-R Ki = 35 uM
Ki > 200 uM N —> K
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é/\/N\)
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,\r\ N Ki > 200 M
R
NN
» \ CH,
R=B Lo
Toa \NAN— NN 122
. AN N |
Ki > 200 uM NH NH Ki > 200 uM
ICs0 > 100pM ICs0 > 100uM
2 117
Ki = 64 uM Ki = 69 uM
ICs0 > 100puM ICs0 > 100pM

Figure 66 : Relation structure activité des dérivés guanidine. En rouge : composés avec de moins bonnes affinités. En vert :

composes avec des meilleurs affinités que la Tic-hydantoine.

3.3.2-Cytotoxicité

La mesure de la prolifération cellulaire s’effectue via ’activité enzymatique de la syccinyl

déshydrogénase mithochondiale (Test MTT). L’étude a été réalisée en triplica avec moins de 10% de

déviation sur une lignée cellulaire de neuroblastomes humains SY5Y. Les résultats obtenus sont

exprimés en pourcentage de 1’inhibition de la croissance cellulaire a des concentrations de 100 pM.

Les résultats montrent que hormis le composé 3 (Tableau 12), les dérivés guanidines ne sont

pas cytotoxiques pour les cellules neuronales aux concentrations habituellement utilisées en thérapie

(ICse> 100uM). La détermination de 1’ICso pour le composé 3 n’a pas pu étre réalisée du a la faible

quantité de produit obtenu lors de la synthése.
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CHAPITRE 4

FAMILLE DES QUINOLIZIDINONES
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Parmi les familles envisagées, les molécules dérivées du noyau quinolizidinone ont présenté
de tres bons scores lors des études de docking.

Partie aromatique plane

zone hydrophobe
diffuse

Poche hydrophobe
ou aromatique N

H” ~H A =CH:

C=0

R' = Bn, (CH2)s-Bn

o R = H, Phe, Piperidine
Donneur de liaison
hydrogéne

Figure 67 : Pharmacomodulations de la famille quinolizidinone

® nécessaires a une bonne affinité vis-a-vis du

D’aprés les éléments pharmacophoriques™
récepteur A, le squelette quinolizidinone (Figure 67) serait susceptible d’étre un bon scaffold central.
Ainsi, aprés I’évaluation des molécules de cette famille sur le modéle informatique précédement

présenté, il a été constaté qu’elles semblent capables de bien se placer dans la poche du récepteur.

Différentes modulations en position 8 ont été envisagées et introduites afin de moduler
I’affinité au fond de la poche du récepteur et moduler les interactions. Pour ce faire, nous avons
introduit des substituants de type phényle, pipéridine, méthoxyle et hydroxyle. Des modulations dans
la partie droite de la molécule ont été introduites afin d’optimiser les interactions dans la partie
hydrophobe diffuse. Une fonction amine en position 1 de I’hétérocycle a été envisagée afin de rétablir

les interactions avec les acides aminés Asp? et Glu'™® dans la poche du récepteur.

4.1 - Synthése des dérivés quinolizidinone : chemin rétrosynthétique

La synthése des dérivés du noyau quinolizidinone a été surtout décrite dans la conception
d’antibiotiques (inhibiteurs de I’ADN girase)**"?* et dans la modulation allostérique des récepteurs
muscariniques M1, pouvant conduire & des effets bénéfiques dans le traitement de la maladie
d’Alzheimer. 2%

Afin d’accéder a ce type de molécules nous avons envisagé le schéma rétrosynthétique

présenté ci-dessous (Schéma 40). Selon le type d’hétérocycle envisage (substitué ou non en position 8
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de la molécule par un groupement R’), la synthese est initiée soit a partir de la 2-picoline, soit de la 4-

chloro-2-picoline. L’amine en position 1 est introduite par le biais d’un groupement nitro.

s O O O O O O
7 A N N Z N N >N OEt
R'\\le |:{>R'\\| H |:{>|\\| — >
8 1 R
9 NH, NO, NO,
R= H, phenyle, piperidyle, R= H, phenyle, piperidyle, R'= H, phenyle, piperidyle
OH, OMe OH, OMe OI’-| OMe ' ’
R'= Benzyle, butylphényle R'= Benzyle, butylphényle
O O O O
EtO,C_ CO,Et
Z "N OEt Z>N OEt [— > Z>N
P | —> | « | + \[
R RN R' OEt
NO,
R=H, Cl R=H, Cl

Schéma 40 : Retrosynthése des quinolizidinones

La diversité en position 8 de I’hétérocycle est introduite juste aprés 1’étape de nitration. La
présence d’un halogéne dans cette position permet la synthése de différents analogues via une
substitution nucléophile par I’amine désirée (ou des groupements de type hydroxy ou méthoxy) ou via
la formation de liaisons C-C par des couplages pallado-catalysés. Dans les deux derniéres étapes, la
fonction amide est introduite et le groupement nitro est réduit en amine. Dans un premier temps, la
modulation de la partie droite de la molécule a été seulement envisagée et réalisée sur le dérivé
phényle (a gauche) a la fin de la synthése. Ce dérive nous a semblé étre la structure la plus susceptible
de présenter une bonne affinité pour le récepteur par sa capacité a établir des interactions de type 7-
stacking avec le tryptophane au fond de la poche du récepteur. En effet, ’introduction d’une chaine
aryle aromatique devrait nous permettre de moduler I’affinité vis-a-vis le A, Ainsi un dérivé

benzylamine et un dérivé butylphényle ont été préparés.

4.1.1 - Synthese du noyau quinolizidinone

Le noyau quinolizidinone est un systéme hétérocyclique peu décrit. Il s’agit d’un systéme
aromatique de deux cycles a six chainons fusionnés et liés par un azote. Bien que ce type de squelette

ait été décrit pour la premiére fois dans les années 50,*°

et que leur activité thérapeutique ait été
démontré dans différents domaines,?**** les travaux autour de cette structure restent rares.

La plupart des voies de synthese utilisent ’"EMME (diethylethoxymethylenemalonate) et des
dérivés o-picoliniques activés comme produits de départ.**" *** 2*2% Bien que des exemples de

cyclisation thermique en une seule étape aient été décrits,?*’ la synthése est décrite en deux temps dans
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la majorité des travaux. Selon les dérivés picoliniques utilisés, différentes modulations autour de la
molécule peuvent étre introduites dés la premiére étape de synthése de 1’hétérocycle ou en fin de

chemin réactionnel si la picoline est substituée par un halogéne (Schéma 41).%°

La formation de I’hétérocycle se déroule en deux étapes : la condensation de la picoline et de
I’EMME puis la cyclisation (Schéma 41).

O O
X Q9 X X
Z "N + base ~ "N Temperature Z >N OR

| EtO OR | |

~ A | > 77N A > G

Basse temp. EtOOC OE A
R= Me, Et t
COOR

Schéma 41 : Différentes conditions utilisés pour ’obtention de I’hétérocycle.

Parmi les différentes bases utilisées pour la condensation, on retrouve souvent la LDA (lithium

243, 245, 250, 251 252

diisopropylamine) ou encore le n-BuLi,

78°C). D’autres bases telles que NaOEt, " 2% t-BuOK,?** NaH%? %*%%u K,CO,*’ dans des solvants

tous deux utilisés a basses températures (-

tels que 1’éthanol, le DMSO ou le THF ont aussi été décrits comme efficaces a des températures moins

drastiques (ambiante ou 0°C).

Différentes conditions réactionnelles pour la cyclisation sont décrites dans la littérature.
Toujours a des températures supérieures a 120°C, différents solvants sont utilisés, tels que le xyléne
(le plus couramment utilisé¢), I’hexane, le DMSO, la pipéridine, le diphenyléther ou le dowtherm A
(fluide de transfert de chaleur).?®" %% |_es dérivés quinolizidinones précipitent alors dans le milieu et
sont généralement obtenus propres apres filtration et lavage. Parallélement, des travaux des années 60
suggérent que la condensation et la cyclisation peuvent avoir lieu en une seule étape lorsque les
dérivés de la picoline et de ’ester malonique sont placés a reflux pendant plus de 3 heures. Les

rendements obtenus sont alors de ’ordre de 50%.24 24

Pour I’obtention de nos structures de type quinolizidinone, I’étape critique est la formation du
bicycle (Schéma 42). En effet, cette réaction s’avere délicate et nécessite de travailler dans des
conditions parfaitement anhydres. Dans notre cas, seule la lithiation du dérivé picoline avec le n-
butyllithium suivie de I’addition de ’EMME a eu lieu avec de bons rendements. La cyclisation a
reflux dans le xyléne fournit le dérivé ester éthylique du noyau quinolizidinone. Cette étape de
cyclisation s’est révélée particulierement sensible a la température. En effet, des températures en

dessous de 130°C favorisent la formation de produits secondaires.
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O O
O O
~ N i =~ N | OEt
DS | + EtO | OEt R
OEt
R=H 146 R=H 149
Cl 147 148 cl 150

Schéma 42 : i) n-BuLi,dérivé 2-picoline, EMME, THF, -78°C puis NH,CI sat; ii) Xylene, 130°C , 54-60%.

Lors de I’obtention des hétérocycles le mécanisme qui gouverne la réaction pourrait étre le suivant
(Schéma 43).

O o
OEt EtOOC
7N /Q\ |} 2N O
R’ X \/ 6% R' X
) BH EtO-
B-
R= H, Cl R'= H, Cl

Schéma 43 : mécanisme d’addition.

Les basses températures de réaction (-78°C), I’ordre d’ajout des réactifs ainsi que 1’utilisation
d’une base assez encombrée favorisent la formation de ce produit d’addition et diminuent les possibles
réactions secondaires. Une fois la réaction hydrolysée, 1’adduit de Michael formé entre le dérivé 2-
picoline et "TEMME (148) est extrait de la phase aqueuse et la cyclisation thermique est effectuée dans

du xyléne a haute température (130°C).

Lors de cette étape, la réaction pourrait avoir lieu de la fagon suivante (Schéma 44):

EtO_ O &O OE o)
N R COOEt
ZNA| 1 (. /CQ‘;/ T |
R' A R' \V R' R'

EtO- HOEt
R'= H, Cl . R=H 149
Ri= COOEt Cl 150

Schéma 44 : Mécanisme de cyclisation.

Les rendements obtenus en fin de réaction (Schéma 42) sont présentés dans le tableau suivant.

Entrée R= Conditions Résultat (rdt)
1 H Xyléne, 130°C 149 (50%)
2 cl Xyléne 130°C 150 (59%)

Tableau 14 : Rendements de cyclisation.
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4.1.2 - Synthese du noyau quinolizidinone nitré

Afin d’introduire le groupement amino en position 1, nous avons choisi de synthétiser les

précurseurs nitrés 151 et 152 (Schéma 45).

o o o o o o
ZONTN R : ZONTNTOR - PONYOR
RN R R XX
R=H 149 NO2 R=H 151 NH,
cl 150 Cl 152

Schéma 45 : syntheése du dérivé amino via un dérivé nitro.

L’introduction de la fonctionnalité dans I’hétérocycle est possible grace a une réaction de

substitution électrophile aromatique régiosélective en position 1 de I’hétérocycle.

Dans les années 50, Boekheldeide et coll. se sont intéressés au caractere aromatique de ce type
d’amide cyclique. Ainsi, par un suivi en spectroscopie infrarouge, ils ont déterminé que la charge
anionique se placait de préférence dans les positions 1 et 3 de I’hétérocycle vis-a-vis d’une attaque
électrophile, et qu’il existait plutdt une répartition équilibrée de la charge sur les positions 7 et 9.2 Ils
ont observé que, selon les conditions de réaction utilisées, on observe soit une dinitration de
I’hétérocycle en position 1 et 3 (HNO; fumant a 0°C), soit une mononitration en une des positions
favorables (Cu(NOs),.3H,0 dans I’anhydride acétique). De plus, il a été observé que la mononitration
sélective en position 3 de la molécule peut étre aussi effectuée par 1’introduction d’un groupement

nitro sur le dérivé malonate.??

En ce qui nous concerne, la position 3 de I’hétérocycle étant substituée par un groupement

acétyle, seule la position 1 devrait réagir dans les conditions classiques de nitration.

Une large variété de conditions est décrite dans la littérature pour la synthese des dérivés
nitrés. Elles vont de ’acide nitrique dilué pour des composés hautement réactifs, tels des phénols,
jusqu’au nitrate de potassium dans de 1’acide sulfurique concentré pour des composés particuliérement
peu réactifs. Des mélanges avec de 1’acide sulfurique concentré sont souvent utilisés pour des
composés aromatiques désactivés car elle permet d’augmenter le pourcentage des molécules de HNO;
protonées.”®® Selon la littérature, ’utilisation de ce type de procédé présente plusieurs avantages, a
savoir, la capacité de capter ’eau généré dans la réaction et prévenir ainsi la dilution de 1’acide
nitrique, la plupart des composés sont solubles dans I’acide sulfurique et préviendrait 1’action

oxydante de I’acide nitrique. ***
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Le groupement nitro est introduit dans des composés aromatiques par des réactions de
substitution aromatique électrophile. Lors de la réaction, deux espéces (NOs et H,NO;") sont formées
a partir de I’autoprotolyse de I’acide nitrique. Le cation NO," (ion nitronium), un bien meilleur

électrophile que le HNO;, est formé aprés élimination d’une molécule d’eau du H,NO;".

Parallélement, des mélanges d’acide nitrique et d’anhydride acétique (équimolaires ou en
exces d’Ac,0) sont aussi amplement utilisés. Bien que ce type de mélange ait été déja décrit pour la
nitration des hétérocycles quinolizidinone,** nous n’avons pas obtenu les résultats souhaités lors de la
reproduction du protocole sur nos composes. De méme, des variations dans les températures de
réaction n’ont rien donné. En effet, dans certains cas la conversion dans le dérivé nitré était

insuffisante. De plus, le dérivé nitré était observé au méme temps la plupart du temps.
Le tableau suivant regroupe les conditions testées (Schéma 46). La mise au point a été réalisée

sur I’hétérocycle non chloré 149. La structure des produits secondaires (153 et 154) a été proposée

d’aprés une analyse LC-MS.

O O O O O O O O
~ A N OEt AN OH 2NN OH
O\l\)j)LOEt Py NSy * g
N O,N
NO, NO, NO,
149 151 153 154

Schéma 46 : Nitration de I’hétérocycle non chloré

Entrée Conditions NOs(ég.) Conc.(M) Température Résultat (rdt)
1 HNO; 65%/Ac,0 ** 4 0.4 0°C 151 (<20%)
2 HNO; 65%/Ac,0 *° 4 0.6 5°C (HNO3;+ Ac,0) 151+ 154 +

puis produit
-10°C (ajout de 149) inconnu
HNO; 65% 2 10 2.3 -10°C 149
4 HNO; 65%, H,SO, cc 75 1.3 TA 149
268
5 HNO; 65%, H,SO, cc 35 1.3 -10°C 151 (50%)
269 153 (50%)
6 KNO,/ H,S0, cc*”° 35 1.5 -10°C 151 (40%)
149 (60%)
7 KNO,/ H,S0, cc 15 5 -10°C 151 (52%)
8 KNO,/ H,S0, cc 1.5 1 -10°C 151 (71%)

Tableau 15 : Conditions de nitration
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Les meilleurs résultats sont obtenus en milieu anhydre (ou avec trés peu d’eau), Ceci
permettant de s’affranchir de I’hydrolyse de I’ester éthylique. D’autre part, la variation du nombre
d’équivalents de KNOz montre que de bons résultats (seulement le dérivé nitré 151) sont obtenus en
travaillant en présence de 1.5 équivalent de KNO;. Ceci est certainement di a des problemes

d’homogénéité du milieu en présence d’une quantité trop importante de KNOs.
La dilution du milieu réactionnel par cing (entrée 8) a permis d’améliorer 1’agitation et
I’homogénéité sans diminuer le rendement. Cette procédure nous a permis d’obtenir des rendements

allant jusqu’a 71%.

En dernier lieu, la réaction est particulierement sensible a la température et nécessite d’étre

strictement menée a -10°C.

4.1.3 - Fonctionnalisation de ['hétérocycle quinolizidinone

En fonction des pharmacomodulations introduites sur 1’hétérocycle quinolizidinone, deux

modes opératoires différents ont été utilisés (Schéma 47).

O O
ZINTY OEt .
PN voie 1 o o
- NO, % Z>N | OEt /@\
|:'> |
CIryN Y
O O
NO,
)\ OEt ﬂ
152 147
NI voie 2
NO,

156

Schéma 47 : Fonctionnalisation de I’hétérocycle

Ainsi, a partir du dérivé quinolizidinone chloré en position 8 (152) obtenu précédemment
(Schéma 45), un couplage pallado-catalysé (voie 1) ou une substitution nucléophile (voie 2)
permettent d’introduire respectivement un phényle (composé 155) ou une pipéridine (composé 156)
(Schéma 47).
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4.1.3.1 - Synthése du dérivé phényle 155

Au moyen d’un couplage pallado-catalysé de type Suzuki, un groupement phényle est
introduit en position 8 de I’hétérocycle (Schéma 49).

Les réactions de formation de liaisons carbone-carbone font partie des procédés chimiques les

271

plus importants.”’~ Toutefois, c’est seulement dans les années 70 que des réactions de couplage

métallo-catalysés simples ont été mises au point pour la formation de liaisons carbone-carbone entre

des espéces insaturées (vinyle, aryle, etc).?* 2"

L’utilisation de dérivés boroniques présente plusieurs
avantages, tels qu’une disponibilité rapide des réactifs par I’hydroboronation et transmétallation,®™
une stabilité dans 1’eau, dans la plupart des solvants organiques et dans des conditions hétérogénes?”
et une compatibilité avec une multitude des groupements fonctionnels.?”® De plus, les conditions de
réactions sont relativement douces, la réaction est hautement régio- et stéréosélective, les quantités de
catalyseur utilisées généralement trés faibles et la séparation des dérivés boroniques inorganiques trés
a'isée.272, 274, 277

En plus des dérivés boroniques, le couplage métallo catalysé implique d’autres participants.
Parmi les partenaires de cette réaction, on retrouve les dérivés électrophiles (aryles, vinyles ou alkyles

274, 278 ot un catalyseur (souvent une source de palladium qui dépend des

trifliques ou halogénés)
substrats utilisés).?”" 2* #® L utilisation d’une base dans la réaction est indispensable, car elle permet
d’optimiser la nucléophilie et le transfert du groupement organique porté par le bore au centre positif
adjacent par une réaction de 1,2-migration. Les réactions ont lieu souvent en phase hétérogéne en
présence de Na,CO,;, NaHCO; ou K;PO, qui représentent les bases les plus couramment utilisées.?’
280

Le mécanisme général de la réaction peut étre représenté par un cycle catalytique (Schéma
48).%

R—-R' Pd (0) R-X

Elimination réductrice Addition oxydante

R—Pd(”)R' —_— R_Ilad(ll) R_Pd(ll) Ne— R—ﬁ’d(”)

R' X
x—||3'—(0H)2 R'—Els'—(OH)z < R'—B(OH),
base transmétallation base + base

Schéma 48 : cycle catalytique
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Aprés une premiére étape de formation de I’espece catalytique (non indiquée sur le schéma), la
seconde étape consiste en I’addition oxydante du dérivé halogéné sur le catalyseur. Il s’agit d’une
réaction qui a lieu avec rétention de la configuration pour des halogénures de vinyles et inversion pour
des dérivés halogénés allyliques. De plus c’est une réaction qui génére un complexe CiS qui

. , . . . N 282, 283
s’isomérise rapidement en son isomere trans.”*

Aprés I’étape de transmétallation, une étape d’¢élimination réductrice entre les deux fragments
organiques, ou I’isomérisation du complexe trans en cis est nécessaire pour que la réaction ait lieu,

permet d’obtenir le produit de couplage et de régénérer le catalyseur. 2’

Lors de nos essais de couplage pallado-catalysé, deux protocoles ont été testés (Schéma 49,
Tableau 16). Le premier protocole que nous avons utilisé (entrée 1) nous a permis d’observer le
produit souhaité avec une conversion trés faible. Pour le deuxiéme protocole (entrée 2), la conversion
a été totale et le produit d’intérét a pu étre obtenu avec un trés bon rendement aprés purification.
Devant la différence de rendements entre les deux protocoles, nous avons choisi de continuer a
travailler avec le second protocole utilisant Na,CO; et Pd(PPhs)Cl, dans le THF conduisant a un

rendement de 75% (entrée 2).

O O O O O O
Z "N | OEt i Z "N | OEt ii Z "N | OEt
ol NN — NN N X
NO, NO, NO,
150 152 155

Schéma 49 : i) KNO3, H,SO,, -10°C, 64% ; ii) acide phényl boronique, catalyseur, base, solvant.

Entrée Réactifs (éq) Solvant Température Résultat
155
1 PhB(OH), (1), KsPO, 2M (26), Pd[PPh;],(0.1) ®*  DMF 60°C, 5h <5%
2 PhB(OH),(1.2), Na,CO; 2.2 M (4.5), Pd(PPh;),Cl,  THF 60°C, 6h 75%
(0.1)259

Tableau 16 : Conditions pour le couplage de Suzuki
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4.1.3.2-Synthese du dérive pipéridine

Le dérivé chloré étant trés réactif, la substitution en présence de pipéridine se fait de fagon
instantanée. Le rendement est quantitatif et le produit, qui précipite dans le milieu, ne nécessite aucune

purification. Le produit 156 est obtenu avec un rendement quantitatif (Schéma 50).

O O O O
2\ | OEt i Z\ | OEt
e
cl NS N N
N02 NOZ
152 156

Schéma 50 : i) Pipéridine, THF, 15 min, quantitatif.?%®

Cette réactivité exaltée peut s’expliquer par la présence du groupement nitro. De ce fait,
contrairement aux conditions habituellement rencontrées pour ce type de couplage (emploi
concomitant de bases, de haute température et de temps de réaction importants ainsi que 1’utilisation

de microondes),?**2%* 2% |es conditions réactionnelles sont ici trés douces.

4.1.3.3 - Synthese d’autres dérivés

Afin d’¢élargir le panel de pharmacomodulations autour de I’hétérocycle, des modifications
dans la partie gauche ont été envisagées avec la synthese des dérivés hydroxyle et méthoxyle. Ces
modulations pourraient aussi permettre d’introduire d’autres substituants hydrophobes par substitution
de I’hydroxyle et de valider leur I’importance. La 5-hydroxypicoline 157 étant disponible
commercialement, nous avons voulu tester dans un premier temps la synthése de I’hétérocycle
substitué en position 9 par un groupement hydroxyle (Schéma 51). Pour cela, la condensation de la 5-
hydroxypicoline 157 avec ’EMME 148 a été réalisée comme précédemment en présence de n-BuL.i
dans le THF. Puis la cyclisation a été testée selon 2 protocoles : un protocole de la littérature®?
décrivant la cyclisation du méme type de structure en présence de pipéridine et d’acide acétique dans
I’éthanol (entrée 1). Puis nous avons reproduit le protocole que nous avions I’habitude d’utiliser dans
le xyléne (entrée 2). Dans les deux cas, la formation du produit d’addition (non isolé) est observée

majoritairement dans les analyses LC-MS, mais le dérivé issu de la cyclisation n’a pas pu étre observé.

o o o o
HO . o
2 EtO OEt | HO_ ~
Tl oo oy e
OEt i XX
157 148 158

Schéma 51 : i)n-BuLi, THF, -78°C puis HCI 10%; ii) solvant, temperature.
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Entrée Conditions Température Résultat
1 Pipéridine (0.25M), AcOH Reflux, 24h Milieu complexe
(0.04M), EtOH*?
2 Xyléne 130°C, 24h Milieu complexe

Tableau 17. Conditions de cyclisation pour le dérivé hydroxyle.

Apres traitement du milieu réactionnel (entrée 2), le produit d’intérét n’a pas pu étre identifié.
Cette méthode ne nous semble pas adaptée et a été arrétée.
Nous avons décidé de préparer I’analogue hydroxyle (en position 4 cette fois ci) a partir de la

4-chloropicoline (Schéma 52).

4.1.3.4- Dérivé hydroxylé et méthoxylé a partir de 4-chloropicoline

Les conditions utilisées pour 1’obtention des dérivés hydroxyle 159 et méthoxyle 160 (Schéma

52) sont regroupées dans les Tableaux 18 et 19.

O O O O
R
I N RN
NO, NO,
152 R=0OH, R = Et 159
R=0OMe, R'=Me 160
Schéma 52
Entrée Réactifs (éq) Solvant Température Résultat
1 H,0 % THF Reflux, 6h 0% de conversion
2 H,0, K,CO; (1) % THF Reflux, 24h 50%

Tableau 18 : Conditions pour la synthese du composé 159

Les essais ont été réalisés sur de petites quantités et suivis par LC-MS. Nous travaillons

actuellement sur 1’obtention de ce dérivé dans des quantités plus importantes.

Le tableau 19 regroupe les conditions de réaction tentées jusqu’a présent. Le dérivé méthoxylé

160 n’a pas pu pour le moment étre obtenu avec des rendements convenables.
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Entrée Réactifs (éq) Solvant Température Résultat
1 NaOMe (30% MeOH Reflux, 3h 36%
MeOH) (1.1) #*
2 MeQH 2% 2% MeOH Reflux, 24h 0% de conversion
3 NaOH 10% (13) #** MeOH 40°C, 5h Mélange
complexe

Tableau 19 : Conditions pour la synthese du composé 160

4.1.4 - Réaction d amidification

Afin d’apporter les différentes pharmacomodulations sur la partie droite des dérivés
quinolizidinone, nous avons souhaité remplacer la fonction ester de 1’hétérocycle par une fonction
amide grace a une réaction d’aminolyse et permettre 1’introduction de groupements susceptibles

d’interagir dans la zone hydrophobe diffuse.

La réaction d’aminolyse des groupements esters a été largement utilisée pour la préparation
d’amides. Celle-ci peut avoir lieu dans I’eau ou dans des solvants aprotiques et les amines utilisées
peuvent étre a I’état liquide ou gazeux. Cependant, la seule utilisation d’une amine et du dérivé ester
ne suffisent pas parfois pour que la réaction ait lieu, en effet, plusieurs jours d’agitation a haute

, \ . , . 264
température avec un excés d’amine sont nécessaires dans ce cas.”

Plusieurs alternatives ont été envisagées pour contourner ce probléme, telle que ’utilisation
d’un réacteur, mis au point par Allen et Humphlett a la fin des années 50, qui permet non seulement de

limiter la formation de produits secondaires ainsi la dégradation des produits. %

D’autre part, Kim et
coll. ont montré que les esters aromatiques ou aliphatiques peuvent étre condensés avec des amines, en
milieu aqueux en présence de tert-butoxide de potassium, pour donner des amides avec de trés bons
rendements (80-92%) avec des temps de réaction relativement courts (1h) et a température
ambiante.”®® Veitch et coll. ont pu constater, de leur coté, que des esters méthylique, éthylique,
isopropylique ou tert-butylique sont facilement transformés en amides correspondants lorsque le
dinitrure de trimagnésium (MgsN,) est utilis¢é comme source d’ammonium.”** Néanmoins, leur
méthode de synthése reste limitée car trop drastique, les hautes températures, les conditions basiques
fortes ainsi que les temps de réactions trés longs sont incompatibles avec certaines fonctions

chimiques.

A la fin des années 70, Weinreb et coll. ont décrit I’utilisation du triméthylaluminium dans des

conditions douces pour la formation d’amides a partir de dérivés esters. Cette méthode a trouvé un
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large domaine d’application dans la synthése organique en raison de la diversité des substrats

utilisables.?®®

A partir de I’ester éthylique de notre hétérocycle quinolizidinone 149, différentes conditions
de condensation ont été testées afin de former la fonction amide, en utilisant au départ la méthode
décrite par Weinreb en présence de triméthyl aluminium, mais aussi d’autres méthodes de réaction
beaucoup plus conventionnelles retrouvées dans la littérature pour des hétérocycles semblables aux
notres (Tableau 20). Cette étape d’amidification s’est révélée étre substrat dépendante et a nécessité

une mise au point pour chaque composé.

Les tableaux suivants regroupent les différentes conditions utilisées ainsi que les résultats

obtenus.
4.1.4.1 - Amidification sur la quinolizidinone non substituée
O O O O
Z N OEt Z N N
| _— | H/\©
NS NS
149 161
Schéma 53 : Amidification de I’hétérocycle non substitué
Entree Réactif (éq) Solvant Conditions Résultat

1 Bn-NH, (1.1), Et:N (1.5) *®
CH5;CN Reflux, 96h 50%

2 Bn-NH, (1.1), Et;N (1.5) '
DMF Reflux, 48h 5%
3 Bn-NH, (1.1) DMF 140°C, pw, 75w, 1h 5%
4 Bn-NH, (1.1), Et;N (1.5) 110°C, pw, 75w, 1h 25%

5 - CH.Cl,
Bn-NH, (1.1), AlMes (1) TA, 4h30 72%
anhydre
6 Bn-NH, (1.1) 2*° MeOH Reflux, 16h 20%
7 Bn-NH; (1.5), TsOH (0.1)*® MeOH Reflux, 24h 20%
8 Bn-NH;, (1.5), TsOH (0.1)*® Toluéne Reflux, 48h 40%
Tableau 20
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L’acide tosylique (TSOH), souvent utilisé en quantités catalytiques,®® a été ajouté (entrées 7 et
8) afin d’accélérer la réaction et ainsi améliorer les rendements. Toutefois, les rendements de la
réaction ne sont pas améliorés, la matiére premiére n’est pas consommee, et I’amide 161 n’est obtenu

qu’avec un rendement de 40% dans le meilleur des cas (entrée 7 et 8).

Dans la majorité des cas, le produit de départ n’est pas entierement consommé et des produits
secondaires (non identifiés) sont obtenus en fin de réaction. Lorsque la réaction est réalisée dans du

MeOH, I’ester méthylique se forme a environ 40% via une réaction de transestérification.

L’utilisation d’AlMe; (entrée 5) a permis d’obtenir I’amide benzylique souhaité avec un bon

rendement. La réaction se déroule selon le mécanisme suivant (Schéma 54).%

O Me
AL R
Me Ro R3)LOR o*A'N
HN + AMe; —>| | AN — Ry
R e 1 - CHa R;” OR
Me
HAI o) "
— (( OVR{ | — > R)K(Rz HAI ©
RO—£N LT OR
R3 R2 1

Schéma 54 : mécanisme d’amidation avec AIMes.

4.1.4.2 - Amidification sur la quinolizidinone non chlorée et nitrée

o O O O
2\ | OEt — > ~ "N | H
X X
NO NO.
151 2 2 162

Schéma 55 : amidification de I’hétérocycle substitué.
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Entrée Réactif (éq) Solvant Conditions Résultat
CH.CI,
Bn-NH, (1.1), AlMe;(1.5) TA, 4h30 10%
anhydre
2 Bn-NH, (1.5)% toluéne Reflux, 24h dégradation
3 Bn-NH, (6), AICI;(1.5) ** CH,Cl, 0°C 2h, TA 24h dégradation

Tableau 21 : conditions d’amidification.

Les conditions testées pour I’amidification de I’hétérocycle nitré n’ont pas permis d’aboutir au
composé désiré. En effet, lors de la réaction en présence d’AlMe; (entrée 1), un produit issu d’une
double substitution semble se former & 80% (produit proposé selon les résultats d’analyse par LC-MS,
Figure 68). Ces conditions étaient pourtant celles qui avaient conduit au meilleur résultat pour

I’analogue non substitué.

o 0
~ "N N
N | H
NH
NO,

Figure 68 : Produit issu de double substitution

Ceci pourrait étre expliqué par la présence du groupement nitro sur 1’hétérocycle qui pourrait
faciliter I’attaque nucléophile de la benzylamine en position 2 voisine qui est appauvrie en électrons.
On suppose alors que la position 2 est la plus vulnérable a I’attaque de la benzylamine. Ceci pourrait

expliquer les résultats si différents obtenus pour les dérivés nitré et non nitré.**" %

Les autres conditions de réactions (entrée 2 et 3) n’ont conduit qu’a la dégradation du milieu
réactionnel. De ce fait, le composé n’a pas pu étre obtenu par un couplage direct entre ’ester et

I’amide. Le couplage entre le dérivé acide de 151 et la benzylamine a permis d’obtenir le composé 162

comme il sera expliqué ultérieurement.

4.1.4.3 - Amidification sur quinolizidinone substituée et nitrée

En parallele, d’autres essais d’amidification ont été réalisés sur 1’hétérocycle nitré substitué
(Schéma 56, Tableau 22).
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O O O O
N\ | OEt ~Z N | N
R
R NG R N H
NO, NO,

R = pipéridine 156
phényle 155

R = pipéridine 163

phényle

Schéma 56 : Amidification sur I’hétérocycle substitué nitré

Entrée Réactif (éq.) Solvant Conditions Résultats (rdt)
R’ = pipéridine 163
1 Bn-NH, (1), AIMe; (1.1) CH,Cl, TA, 4h30 20%
2 Bn-NH,(1.1) + (0.5) Bn-NH,  Toluéne  Reflux, 48h 50%
3 Bn-NH, (1.1), Et;N (1.5)
CH,CN Reflux, 24h 10%
+Et3N (1.5)
4 Bn-NH, (1.5) CH5CN Reflux, 48h 0% de conversion
5 Bn-NH; (1.5), TsOH (0.1) CH;CN Reflux, 24h 0% de conversion
6 208 . Reflux 120h,
Bn-NH, (1.5) xylene 18%
TA 48h
7 Bn-NH, (1.5), TsOH (0.1) toluéne Reflux, 48h 0% de conversion
8 0°C2h, TA
Bn-NH, (6), AICI;(1.5) CH,CI, 72%
24h
R’ = phényle 164
9 0°C2h, TA mélange, produit
Bn-NH, (6), AICI;(1.5) CH,CI, o
24h attendu détecté
10 Bn-NH; (2.5), tamis .
. toluene reflux 19%
moléculaire 4A.
11 Bn-NH, (1.5), TsOH (0.1) toluéne Reflux dégradation

Tableau 22 : conditions d’amidification sur hétérocycle substitué nitré

Si le noyau substitué par la pipéridine conduit a de bons rendements en présence d’AlICl;
(entrée 8), la méthode ne peut pas étre appliquée a 1’hétérocycle substitué par un groupement phényle.
En effet, lors de la réaction de ce dernier, deux produits sont observés en RMN (entrée 9), cependant
ils n’ont pas pu étre séparés malgré plusieurs tentatives. L’un d’eux a été identifié comme le produit

attendu mais la structure du second composé n’a pu étre déterminée
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Erreur ! Source du renvoi introuvable. : Spectre du mélange des composés obtenu apres purification (164 et

produit inconnu)

Face a la difficulté d’établir des conditions de synthése applicables a tous nos substrats, pour

le couplage entre 1’ester et la benzylamine, nous avons envisagé de procéder difféeremment. Ainsi, la

condensation a partir du dérivé acide carboxylique et de ’amine a été testée aprés saponification de

I’ester éthylique.

4.1.5 - Couplage entre les dérivés acide carboxyligue et la benzylamine

Afin d’obtenir I’amide, il a été envisagé de procéder en deux étapes et passer par le chlorure

d’acide (Schéma 57)
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Z "N Z "N Z N Z>N
NG N A A /\©

R=H 151
pipéridine 156
phényle 155

Schéma 57 :i) saponification ; ii) SOCI, (5 éq), (CH,),Cl, ,70°C ; iii) Bn-NH, (1 éq.), EtsN (2 éq.), CH,Cl,,

4.1.5.1 - Saponification de [’ester éthylique

L’étape de saponification a présenté quelques difficultés. En effet, il a été difficile de trouver
des conditions de saponification reproductibles pour I’ensemble des dérivés quinolidizinone. Une mise

au point a été nécessaire.

Comme précédemment, les premiers tests ont été réalisés sur 1’hétérocycle non substitué et
non nitré 149, dans 1’espoir de pouvoir ensuite utiliser le méme protocole pour les dérivés nitrés

(Schéma 58).

O O o o o o
~ | OEt__ - Z°N | OH =~ "N | OMe
N +

R R NS N R A A

R' RI R'

R=H, R =H 149 R=H R =H 1656 R=H,R=H 168
R =H, R'= NO2 151 R=H, R'=NO2 153 R =H, R = NOz 169

R = pipéridine, R' = NO, 156 R = pipéridine, R'= NO, 166 R = pipéridine, R'= NOz 170
R =phényle, R' = NO> 155 R=phényle, R =NO, 167 R=phényle, R'=NO, 171

Schéma 58 : saponification de ’ester éthylique
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Le tableau ci-dessous regroupe les tentatives de saponifications réalisées:

Entrée Réactif (éq) Solvant Conditions Résultat (rdt)
R=H, R’ = H (149) 165
1 NaOH 6M (4) ** MeOH TA, 24 h 80%
2 NaOH 1M (1.2) MeOH, THF  0°C 5° puis TA 100%
R’=NO,, R=H (151) 153
3 NaOH 6M (4) MeOH TA, 24 h 169 (100%)
4 LiOH THF/H,0 0°C,2h produit non identifié
5 NaOH 1M (1.2) MeOH, THF 0°C 5’ puis TA 42%
R = pipéridine, R’ = H 165
(156)
6 NaOH 1M (1.2) MeOH, THF 0°C 5’ puis TA 52%
7 NaOH 2M (2) ** dioxane 25°C, 24 h dégradation
8 NaOH 6M (4) MeOH TA, 24 h 40%
R = phényle, R’ = H (155) 167
9 NaOH 1M (1.2) 3 MeOH, THF  0°C 5 puis TA 99%
10 NaOH 2M (2) Dioxane 25°C, 24 h dégradation
11 NaOH 6M (4) MeOH TA, 24 h 20% + 171 (80%)
12 NaOH 6M (4) MeOH 50°C, 24 h dégradation

Tableau 23 : conditions de saponification

Bien que la saponification de 1’ester éthylique dans un mélange THF/MeOH (entrée 2, 5, 6 et
9) ait permis d’obtenir les résultats les plus satisfaisants, on observe des rendements plus modestes
pour le dérivé pipéridine lorsque le nombre d’équivalents de NaOH augmente. Toutefois cette
stratégie est retenue puisqu’elle permet d’obtenir les meilleurs rendements pour la majorit¢ des

produits (Tableau 23).

Lorsque la saponification du composé 155 a lieu dans du MeOH en milieu basique NaOH 6M

(entrée 11), le produit 171 est obtenu en proportion majoritaire par une réaction de transéstérification.
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Le méme type de réaction est observée pour le composé 151 qui se transforme entiérement en 169
(entrée 3).

4.1.5.2 - Couplage entre les chlorures d’acide et [’amine

Chaque chlorure d’acide a été synthétisé dans du dichloroéthane en présence de cing
équivalents de SOCI, et est tout de suite mis en réaction dans du CH,CI, en présence d’une base. Les

rendements obtenus sont regroupés dans le Schéma 59.

O O O O
RII
~ "N | OH i i ZZ\ | N~
’ H
R NS R NS

R’ R’
R=H R=H 165 R=H,R=H,R"=Bn 161 52%
R =H, R'=NO2 153 R=H, R"=NO2 R"=Bn 162 guantitatif
R = pipéridine, R = NO2 166 R = pipéridine, R = NO2, R" = Bn 163 82%
R = phényle, R'= NO2, 167 R = phényle, R'= NO2, R" = Bn 164 44%

R = phényle, R'= NO2, R" = (CH2)sPhe 172 guantitatif
Schéma 59 : i) SOCI, (5 éq.), DCE, 70°C, 5h ; ii) R”-NH, (1.5 éq.), EtsN (1.5 éq.), CH,Cly, TA ; 24h.

4.1.6-Réduction du groupement nitro

La réduction du groupement nitro en amine sur des dérivés aromatiques est une réaction

amplement décrite et un large nombre d’agents réducteurs a été déja utilisé: SnC1,%%

pour la réduction
des dérivés aromatiques, le NaBH, en présence de Pd/C, le Fe en présence d’acide acétique®” ou
I’hydrogénation catalytique en présence de Pd/C par exemple. Toutefois, le choix de 1’agent réducteur

dépend beaucoup des autres groupements portés par la molécule, susceptibles ou non d’étre modifiés.

O O O O
R" L R"
=~ °N N~ Réduction Z >N N~
| H — JH
R NS NS R NS NS
NO, NH,

R=H, R"=Bn 162 R=H, R" = Bn 5
R = pipéridine, R" = Bn 163 R = pipéridine, R" = Bn 173
R = phényle, R" = Bn 164 R = phényle, R" = Bn 7
R = phényle, R" = (CH2)sPhe 172 R = phényle, R" = (CH2)sPhe 174

Schéma 60 : réduction du groupement nitro.
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Entrée Réactif (éq) Solvant Conditions Résultat
R =H (162) 5
1 H,, Pd(C) %% MeOH TA, 3h dégradation
2 251 H,0, :
Na,S,0, (4.1) TA, 24h 0% de conversion
MeOH
311 H0,
Na28204 (41), K2C03 (5) TA, 24h 18%
MeOH
R = pipéridine (163) 173
4 Hzo, .
Na,S,0,4(4.1), K,CO3(5) TA, 24h 0% de conversion
MeOH
5 ” TA, 24h + _
Na,S,0, (4) H,0, EtOH 0% de conversion
50°C 24h
6 NH,CO,H (9), Pd (C) (0.1) EtOH TA, 24h 0% de conversion
7 H,, Pd (C) (0.1) MeOH TA, 24h dégradation
8 Zn (0.1), NH,CI (1.2) °® MeOH  75°C, 15 min 54%
R = phényle, R’ = Bn (164) 7
o Zn (0.1), NH,CI (1.2) °® MeOH  75°C, 15 min 54%
R = phényle, R’ = (CH,),Phe
pheny (CHy)4 174
(172)
10 Zn (0.1), NH,CI (1.2) MeOH  75°C, 15 min -

Tableau 24 : conditions de réduction du groupement nitro

En effet, il semblerait d’aprés nos essais qu’au moins deux des dérivés que nous souhaitions

réduire n’étaient pas assez stables pour I’hydrogénation catalytique.

Pour le composé 5 (entrée 3, Tableau 24) la conversion atteint seulement 50% malgré 1’ajout

d’un excés de dithionite. De plus, la RMN du produit brut montre un mélange de 162 et 5. Le faible

rendement obtenu de 18% en 5 semble s’expliquer par des problémes de stabilité puisqu’il se dégrade

au cours de la purification sur gel de silice.

Pour le composé 163 (entrée 8), bien que la réaction semble compléte (100% de conversion

en 173) lorsque nous travaillons avec du Zn, le méme probléme de stabilité et purification a été

observé que pour le dérivé précédent. Des tests effectués ensuite, en milieu acide, laissent penser que
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cette instabilité viendrait de 1’acidité de la silice. Toutefois, la neutralisation de cette derniére n’a pas
pour autant amélioré les résultats, ainsi seulement 54% de 173 ont pu étre isolés (Tableau 24).
Les composés 7 et 174 ont été purifiés par HPLC semi-préparative en phase inverse. Les

produits n’ont pas montré de dégradation au cours de la purification.

4.2- Etude préliminaire des propriétés biologiques

L’évaluation de I’affinité vis-a-vis du récepteur A,, et la cytotoxicité des composés de la

famille des quinolizidinones ont été évaluées.

4.2.1- Etude d affinité

Pour cette famille de composes, nous avons évalué I’affinité de nos composés finaux (5, 7, 173
et 174, avec un groupement amino en position 1 de I’hétérocycle) et aussi les intermédiaires de
synthése avec le groupement nitro (162-164, 172) afin de mesurer 1’importance du groupement amino
dans la molécule (Tableau 25). Les différents composés évalués présentent de nombreux problémes de
solubilité, ils ont été évalués avec la méme procédure que pour les Tic-guanidines mais avec des
concentrations de DMSO plus élevées (60 % en concentration initiale dans la préparation des dilutions
des nos composés). Au préalable, nous avions vérifié que ce changement n’influengait en rien
I’affinité des molécules vis-a-vis du récepteur (mesure de [affinité du ZM-241385 a des
concentrations initiales de DMSO de 60%).
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Inhibition de la croissance cellulaire

Composé Structure Ki (%) a 100pM
(UM)
CGS-21680 - 0.503 --
O O
161 Z>N | N
s H 334 0
O O
=~ "N | N
162 A H 125 0
NO,
O O
5 >N N 451 7
) H
NH,
187 5
163

O O
SORRE
N\\
NO,

Tableau 25 : résultats d’études préliminaires in vitro
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Inhibition de la croissance cellulaire

Composé Structure Ki (%) a 100pM
(UM)
CGS-21680 - 0.503 --
O O
Z>N N 284 -
173 | H
NER N
NH,

o o
NN
164 PN H 140 0
NO,

A

O O
N | N
7 PN H 225 --

NH,

A
4
o
o
Zi}

172 | H 265 0

4
4

A
4
o
o
2}

174 | H 346 --

4
4

NH,

Tableau 25bis : résultats d’études préliminaires in vivo

Ainsi, bien que les résultats obtenus ne soient pas encourageants, puisque les concentrations
de quinolizidinones nécessaires pour déplacer le ligand antagoniste de référence sont trop importantes

(Ki> 100uM), certaines relations structure-activité peuvent étre proposées.
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O O
segae
N X
NO, 163

H ammmun?
PN NH,

164

NH,

O O
Z>N | N
NS NS H

NO, 162

Figure 69 : Relation structure activité de quinolizidinones.Les composés présentés en rouge ont des affinités vis-a-vis du
récepteur supérieures a 200uM. Ceux présentés en vert (dérivés nitro) presentent des Ki d’environ 150uM.

O O O O
Z>N N Z "N | N
| H PN H
N N
H 161 5

Des résultats obtenus, il a pu étre observé que les différentes modulations dans la partie
gauche de la molécule permettent d’obtenir des affinités équivalentes (environ 100uM pour la
substitution par H, Phe ou Pip). L’allongement de la chaine aliphatique vers la zone diffuse de la
poche du récepteur n’est pas favorable contrairement a la série de Tic-guanidines. Et surtout,
contrairement a ce que nous attendions, le groupement nitro en position 1 de 1’hétérocycle présente des

affinités supérieures aux dérivés amino, ceci pour tous les dérivés (Figure 69).

4.2.2 - Cytotoxicité

L’ensemble des composés synthétisés ne présentent pas de toxicité pour les cellules

neuronales a la concentration de 100uM (Tableau 25).
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CHAPITRE 5

FAMILLE DES AMINO-IMIDAZOPYRIDINES
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La troisieme famille de molécules a laguelle nous nous sommes intéressés est la famille des

« amino-imidazopyridines » (Figure 71). En effet, bien que décrite dans la littérature pour leur activité

314-316

biologique dans le domaine du cancer, cette structure chimique n’a pas été pour le moment

envisagée en tant qu’antagoniste du récepteur As,.

R
RN o,  REHNH,
7l N:\\— R' R' = furyle, phényle, 3,4-diméthoxyphényle
N
R8 1 R" = furyle, phényle, 4-benzyloxyphényle, benzyle, propyle

R™ =H, NH,

Figure 70: Dérivés de la famille imidazopyridine

De méme que pour la famille des quinolizidinones, cette famille de molécules a été congue en
prenant compte des éléments pharmocophoriques nécessaires pour prétendre a une bonne affinité vis-
a-vis du récepteur, & savoir, la présence d’une fonction amine exocyclique qui puisse former des
liaisons hydrogéne et ainsi interagir avec le Glu*® et Asn*®, Celle-ci a été modulée, de fagon a évaluer

son importance, de cette fagon deux dérivés amino en position 5 et 8 de I’hétérocycle ont été préparés.

Des groupements aromatiques de part et d’autre du scaffold central ont été envisagés, comme
il a été expliqué a la page 53. Ainsi, des groupements de type furyle, phényle et 3,4-dimethoxyphényle
ont été introduits dans la partie droite de la molécule, afin de moduler les interactions avec le Trp*® au

fond de la poche du récepteur.

De méme des groupements de type furyle, phényle, 4-benzyloxyphényle, benzyle et propyle
ont été envisagées en position 6 pour interagir dans la zone hydrophobe diffuse. Seulement les
résultats avec les deux premiers groupements (furyle et phényle) seront présentés car aucun produit

final n'a pas pu étre obtenu avec les trois autres substituant pour le moment.

Schéma rétrosynthétigue

Afin d’évaluer la nécessité d’un groupement amino dans la molécule nous avons préparé deux
types de dérivés, d’une part les amino-imidazopyridines (R = NH,, Figure 71 et d’autre part les
imidazopyridines (R= H , Figure 71). Cette derniére a servi pour la mise au point du chemin

réactionnel.

Apres bromation des dérivés acétylés correspondants, la cyclisation entre les dérivés bromés et

la bromodiaminopyridine (ou aminopyridine) permettra de former 1’aminoimidazopyridine. Les
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pharmacomodulations en position 6 de 1’hétérocycle seront apportées via un couplage pallado-catalysé
de Suzuki (Schéma 62).

5 3 Br 0]
Rll 6 Br / \N O
7NN 2 N/\\—R' I Br\/U\ /[L
R' -~ + ' '
7\\}‘:><\(LN > 2w, L
8R 1 R R
R'= furyle, phényle,

R=H, NHz 3,4-diméthoxyphényle
R'= furyle, phényle, 3,4-diméthoxyphényle

R"= furyle, phényle
Schéma 61 : Rétrosynthése des imidazopyridines

Afin d’apporter une nouvelle pharmacomodulation et de mesurer I’importance du groupement
furane, nous avons préparé des produits substitués par un groupement phényle ou 3,4-
diméthoxyphényle en position 2 de I’hétérocycle (R’). Ce dernier groupement a été introduit sur des
antagonistes publiés dans la littérature pour pallier I'instabilité métabolique du groupement furane. Il
pourra aussi pallier I'éventuelle instabilité de ce groupement au cours de la synthese.

5.1 - Réaction de bromation :

5.1.1 - Bromation des dérivés cétone

La premiére étape de cette synthése consiste en la bromation du dérivé cétone (Schéma 62). Le
dérivé bromoacétophényle étant disponible commercialement, nous nous sommes intéressés a la
synthese des dérivés bromés du 2-acétylfurane 177 et du diméthoxyacétophényle 178. Les meilleurs
rendements pour le dérivé bromé en position o sont obtenus grace a I’utilisation de dibrome ou de

CuBr, comme source d’halogene (Tableau 26).

O O
R'JK _— R'Jk/Br
R' = Furyle 175 R' = Furyle 177
diméthoxyphényle 176 diméthoxyphényle 178

Schéma 62 : Bromation du dérivé cétone
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Entrée R’ Source Br (éq) Conditions Rdt (%0)
1 furyle Br, (1)* CHCIs, TA, 1h 177 (40%)
2 furyle Br, (1)*° dioxane/Ether (2 :1), 0°C puis TA, 177 (26%)
1h.
3 furyle CuBr; (1)** CHCI3/AcOEt, 60°C, 24h 177 (63%)
4 diméthoxyphényle CuBr, (1)** CHCI4/AcOEt, 60°C, 24h 178 (56%)

Tableau 26 : Conditions de bromation des dérivés cétone.

Les conditions les plus classiques utilisées pour la bromation, a savoir Br, dans du
chloroforme, ne permettent pas d’obtenir un bon rendement (entrée 1). La monobromation dans un
mélange de chloroforme et d'acétate d’éthyle en présence de CuBr; a permis d’obtenir le composé 177
(entrée 3) avec un rendement de 63%. Ces conditions étant moins toxiques ont permis aussi d’obtenir
le dérivé diméthoxyphényle (178, entrée 4) avec un rendement de 56%. Dans ces conditions, le produit

dibromé n’est pas observé.

5.1.2 - Mécanisme de bromation avec Br,

TN
Q PN Br o O;Jj o
+ \ r’
R-J\ - - B R.J\/Br — R-J\/Br +  HBr
-H*

Schéma 63 : Mécanisme de bromation

Le dérivé bromé est obtenu grace a 1’addition électrophile du Br sur la double liaison de 1’énol

dans I’équilibre céto-énolique (Schéma 63).

5.2 - Formation d’imidazopyridine

5.2.1 - Imidazopyridines :

5.2.1.1 - Synthése de 2-phénylimidazo[1,2-a]pyridine

La cyclisation résulte du couplage des cétones bromées précédemment décrites avec le dérivé

2-aminopyridine (bromée ou non en position 5) dans ’éthanol & reflux (Schéma 64).%%°
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? RSN i RN
AN + Q — CO\fR'
NH, S N

. p R"=H R'=Phényle 182
R'= Phenyle 179 R'=H 180 Br Phény}fe 183
Furyle 17 Br 181 H Furyle 184
diméthoxyphényle 178 Br Furyle 185

Br diméthoxyphényle 186

Schéma 64 : i) EtOH, 70°C, 18h. R”’ = H ou Br.

Entrée R’ R” Rdt (%0)
1 phényle H 182(36%)
2 phényle Br 183 (63%)
3 furyle H 184 (57%)
4 furyle Br 185 (69%)
5 diméthoxyphényle Br 186 (57%)

Tableau 27 : Rendements obtenus pour les différents intermédiaires cyclisés.

La réaction de cyclisation a lieu en deux temps. Aprés la formation d’un intermédiaire sel de

pyridinium, les composés se cyclisent in situ pour fournir les dérivés imidazopyridines (Schéma 65).

Apreés les mises au point réalisées sur 1’hétérocycle de base (entrées 1 et 3), le méme mode

opératoire a été utilisé pour I’obtention de I’imidazopyridine bromée en position 6 (entrées 2, 4 et 5).

5.2.1.2 - Mécanisme de cyclisation

Br -

R" R" i~ R R' N
A T — 000 — )=
+ _ — O =N
NH,

Rl
NH,

Schéma 65 : Mécanisme de cyclisation

5.2.2- Imidazopyridines fonctionnalisées par un groupement amine :

Pour introduire I’amine en position 8 de 1’hétérocycle, la 2,3-diaminopyridine est utilisée

comme produit de départ (bromée ou non en position 5, 135 ou 136). Les conditions de synthése dans
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1’éthanol utilisées précédemment pour la formation du cycle permettent d’obtenir le composé désiré

avec un rendement de seulement 5%.

Rll R"
O SN Z> N
R'_<_ + I —_— :\\—R'
Br NH, NN

NH, NH3 B~
R' = phényle 179 § R" = Br R' = phényle 189
furyle 177 R'=H 187 H furyle 190
diméthoxyphényle 178 Br 188 Br furyle 191
Br diméthoxyphényle 192

Schéma 66 : Cyclisation des dérivés diaminopyridine.

Entrée R’ R” Conditions Rdt (%)
1 Phényle Br Cyclohexanone, 100°C, 24h 190 (32%)
2 Phényle Br Cyclohexanone, 130°C, 24h 191 (90%)
3 Phényle Br Isopropanol, 100°C, 24h 189 (69%)
4 Furyle H EtOH, 70°C, 24h. 190 (5%)
5 Furyle Br Cyclohexanone, 100°C, 24h. 191(37%)
6 Furyle Br Cyclohexanone, 130°C, 24h. 191(82%)
7 diméthoxyphényle Br Cyclohexanone, 130°C, 24h 192 (29%)

Tableau 28: Conditions de cyclisation des dérivés amino imidazopyridines

D’aprés la littérature,®®* la cyclisation est possible en utilisant la cyclohexanone comme
solvant. Le produit sous forme bromhydrate précipite et est alors facilement isolé du milieu
réactionnel. Deux températures de réaction ont été testées pour I’obtention du dérivé phényle et furyle
(entrées 1,2,5,et 6). Lorsque la réaction a lieu a 100°C les rendements sont plus faibles que lorsque la
réaction est effectuée a 130°C. Les produits ont pu étre obtenus, sous forme de sel, aprés un lavage au
TBME.

La modulation de la position de 1’amine exocyclique (groupement amino en position 5 de

I’imidazopyridine) permet d’obtenir le dérivé hétérocyclique avec un rendement trés modeste (Schéma

67). Pour ce faire, nous partons de la 2,6-diaminopyridine (141).
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NH, NHy Br
0 SN : 2N
Y S o NV,
0 Br NH; NN o
177 193 194

Schéma 67 : i) Cyclohexanone, 100°C, 8%.

5.3 - Fonctionnalisation des imidazopyridines par couplage de Suzuki

Les différentes pharmacomodulations en position 6 de I’hétérocycle ont été apportées grace a
un couplage pallado-catalysé. Pour cette famille de molécules, les conditions réactionnelles dans le
DMF en présence de KsPO, et de tétrakis(triphénylphosphine)palladium ont conduit aux meilleurs

résultats.
Br O H Rll
] = N
3N NS N
R R
R=H R' = phényle 183 R"=phényle 193 R"=furyle R=H R' = phenyle 195
furyle 185 furyle 194 furyle ] 196
diméthoxyphényle 186 diméthoxyphényle 197
R = NHz.HBr R'= phényle 189 R=NHz R'=phényle 198
furyle 191 furyle ) 199
diméthoxyphényle 192 diméthoxyphényle 200
R" = phényle R=H R'=furyle 201
R = NH> 202
Schéma 68 : DMF, K3PO, 2M, Pd(PPhs),, 60°C 5 h puis TA pendant la nuit.X°
Entrée R R’ R” Rdt (%)
1 H phényle Furyle 195 (23%)
2 H furyle Furyle 196 (80%)
3 H diméthoxyphényle Furyle 197 (52%)
4 NH, phényle Furyle 198 (80%)
5 NH, furyle Furyle 199 (9%)
6 NH, diméthoxyphényle Furyle 200 (69%)
7 H furyle Phéenyle 201 (30%)
8 NH, furyle Phényle 202 (34%)

Tableau 29: Rendements obtenus aprés couplage de Suzuki.

Les faibles rendements obtenus pour certains composés (entrée 1 et 5) peuvent étre expliqués
en partie par une difficulté de purification et par la formation de plusieurs produits secondaires lors de

la réaction. Jusqu’a présent, les tentatives d’optimisation de la réaction en faisant varier la base et le
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solvant n’ont pas conduit a des meilleurs rendements. Nous continuons a travailler sur 1’optimisation

de la réaction en modifiant entre autres le catalyseur.

5.4 - Résultats biologiques préliminaires de la famille des imidazopyridines :

Le tableau 30 regroupe les composés de la famille des imidazopyridines, sur certains d’entre

eux les tests préliminaires in vitro ont été déja réalisés, d’autres sont en cours d’évaluation.
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Composé Ki (UM)  1Cs (UM) Composé Ki (UM)  1Cg (UM)
CGS-21680 0.503 --
Aminées Non Aminées
NHj
8 =4 | 389 100 z Nw d 100
N > - n. >
N B 0] x™ N
Br
182
194

$Sad S =4

_ 208 >100 N n.d >100
; Br N o

184
190

Z Nw
AN OI 31 05 7N/ [ 220

0.42
XN O
NH,
201
202
/ \ M
O NN
] NN,/
X-SN° o 12 2.27 s | # #
N O
NH,
196
199
7/ \ M
07PN
w (@] Z =N AN
N SN # # sy 52 >100
NH,
195
198
/ 0—
O\ Z >N AN O/ /\ O_/
sy " 4 O z N/\\_GO " "
XN
NH2 197
200

Tableau 30 : Etude d’affinité (Ki) et de cytotoxycité (ICsq). # : N'ont pas encore fait ['objet d 'une évaluation biologique.
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Apres les premiers tests d'affinité in vitro nous avons pu observer gque la substitution de part et
d’autre de I’hétérocycle est favorable a I’affinité vis-a-vis du récepteur A,,. De plus, la présence d’un
groupement amine en position 8 de 1’hétérocycle permet d’aboutir a des composés 7 fois plus affins
que leurs analogues non aminés. Afin d’établir si la présence de I’amine en position 8 permet
effectivement d’améliorer 1’affinité de ces composés, nous avons complété la série pour comparer les

versions aminées et non aminées des molécules.

Les résultats obtenus jusqu’a présent pour la cytotoxicité de nos composés (exprimées en ICs)
montrent que des groupements furyle dans la partie droite de la molécule sont susceptibles d’étre
toxiques pour les cellules & des concentrations de 1uM. Nous attendons a présent le reste des résultats

afin de pouvoir discuter les relations structure-toxicité de fagon plus précise.
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Conclusion

Des études épidémiologiques réalisées dans les années 60 ont montré un risque moindre de
développer la maladie de Parkinson chez les consommateurs de café. Un lien a ainsi été établi entre la
maladie et la caféine. Une décennie plus tard, ce dérivé de structure xanthine a été identifié comme un
ligand non sélectif du récepteur a adénosine A,,. Ce récepteur, membre de la famille des récepteurs
couplés aux protéines G, s'exprime fortement dans le systéme nerveux central au niveau du striatum,
ou sa colocalisation avec les récepteurs D, et A; lui permet de rétablir les déficits neurochimiques

observés dans les maladies neurodégénératives telles que les maladies de Parkinson et d'Alzheimer.

Suite a la validation de son intérét thérapeutique dans différents modéles animaux, plusieurs
laboratoires ont concentré leurs efforts pour trouver des molécules capables de bloquer le récepteur.
Toutefois, bien que des composeés avec des affinités et sélectivités trés intéressantes aient vu le jour, ils
possedent tous des propriétés pharmaceutiques médérées : propriétés ADME a améliorer, des
solubilités assez faibles et/ou un motif styryle photosensible. De plus, leurs structures complexes sont
souvent difficiles d'acces.

Dans cette optique, en nous appuyant sur la structure cristallographique du récepteur publié en
2008 et sur le modéle pharmacophorique établit par Xu et ses collaborateurs, nous avons souhaité
proposer de nouvelles structures originales susceptibles d'interagir avec le récepteur A,,. Ainsi notre
objectif principal a été de substituer le scaffold central de type xanthine par d'autres types
d'hétérocycles. Pour ce faire, nous avons utilisé comme point de départ la Tic-hydantoine, un hit
identifié au laboratoire, capable d'inhiber le récepteur A,, a 80% a une concentration de 10uM. En
prenant en compte cette structure et les éléments pharmacophoriques nécessaires a une bonne activité,
nous avons proposé une nouvelle famille des molécules que nous avons baptisée Tic-guanidines. De
plus, le design de novo a permis d'identifier des nouvelles familles de molécules qui ont été évaluées
dans un modéle in silico. Parmi les familles de molécules potentiellement intéressantes issues de ce
travail, nous en avons retenu 3, sur lesquelles nous avons concentré nos efforts synthétiques lors de ce
projet : la famille des Tic-guanidines, la famille des quinolizidinones et la famille des amino-

imidazopyridines.

Nous avons mis au point des chemins synthétiques généraux et originaux permettant
d'introduire de la diversité autour des hétérocycles étudiés. De ce fait, une cinquantaine de molécules
synthétisées ont fait I’objet de premiéres évaluations in vitro, en collaboration avec le Dr Luisa Lopes,
de I'Institut de Médecine Moléculaire (Lisbonne, Portugal) pour les études d’affinité sur le récepteur

Ay, et I’Institut de Chimie Pharmaceutique Albert Lespagnol pour la cytotoxicité.
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La série de Tic-guanidines est constituée de dérivés cyclisés et ouverts. La modulation de la
chaine a droite des composés a permis de moduler l'affinité des molécules en jouant sur les
interactions au sein de la zone hydrophobe de la partie supérieure de la poche. Les études
cristallographiques ont permis de valider l'absence d'épimeérisation au cours de la synthése, a
I'exception du dérivé R 118. Elles ont également permis de montrer que les molécules ouvertes
n'étaient pas planes justifiant alors leur manque d'affinité pour le récepteur. Les RSA concluent alors
au besoin d'avoir une structure cyclique plane et une chaine longue a droite de la molécule. Enfin, ces
molécules n‘ont montré aucune cytotoxicité a 100 uM. Nous projetons par la suite de fonctionnaliser la
partie gauche de la molécule pour interagir avec le Trp**® au fond de la poche du récepteur et de
continuer de moduler la partie droite pour jouer sur les interactions avec la partie hydrophobe.

Les dérivés quinolizidinones sont quant a eux peu décrits dans la littérature. Nous avons mis
au point un protocole général de synthése pour l'ensemble de ces composés. Celui-ci permet
d'introduire des pharmacomodulations en fin de synthese dans la partie droite de la molécule. De cette
maniére, a lI'image de ce qui a été observé dans la série Tic-guanidine ol l'affinité était optimisée en
présence d'une chaine longue, la méme chaine a été introduite dans cette deuxieme série. Ces
composés ont malheureusement présenté des problémes de solubilité importants et aucune structure
cristallographique n'a pu étre obtenue. Enfin, ils n'ont montré aucune cytotoxicité a 100 uM. S'il est
vrai que les problémes de solubilité compliquent l'interprétation des tests d'affinité, il est toutefois
ressorti que ces composés présentaient des affinités peu exploitables. Il est a noter que les dérivés
nitrés sont plus affins que leurs équivalents aminés et que I’introduction d’une chaine plus longue a

droite n’a pas permis d’améliorer I’affinité, bien au contraire.

La famille des amino-imidazopyridines a constitué la derniére série de composés travaillés
dans ce projet et est encore en cours de développement. Ces composés sont originaux dans le domaine
des ligands du récepteur Ay, et leur synthése accessible. Jusqu'a présent, certaines molécules testées
ont montré un profil intéressant avec des affinités améliorées, avec néanmoins une certaine
cytotoxicité. Il en ressort toutefois une structure minimale intéressante qu'il reste a décorer. Nous
allons donc concentrer nos efforts sur la conception et la réalisation de nouvelles
pharmacomodulations autour de cet hétérocycle, afin d'augmenter son affinité vis-a-vis du récepteur,
comme cela a été le cas, par exemple, pour l'istradefylline, un dérivé xanthine avec une affinité de
I'ordre du nM qui a été concue en pharmacomodulant la caféine, un composeé avec une affinité de

l'ordre du pM.

Nous souhaitons ainsi dans un premier temps substituer le squelette amino-imidazopyridine
avec les chaines latérales des composés ZM241385 et Préladenant afin de valider l'intérét de cette

structure privilégiée (Figure 72).
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Figure 71 : Modulations envisagées autour de la famille amino-imidazopyridine.
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1- Material and instrumentation

Chemicals and solvents were obtained from commercial sources, and used without further
purification unless otherwise noted. Reactions were monitored by TLC performed on Macherey-Nagel
Alugram® Sil 60/UV ,s, sheets (thickness 0.2mm).

Purification of products was carried out by either column chromatography or thick layer
chromatography. Column chromatography was carried out on using Macherey-Nagel silica gel (230-
400 mesh). Thick layer chromatography was performed on glass plates coated with Macherey-Nagel
Sil/UV s, (thickness 2 mm), from which the pure compounds were extracted with the following
solvent system.

NMR spectra were recorded on a Bruker DRX 300 spectrometer (operating at 300 MHz for *H and
75 MHz for *3C). Chemical shifts are expressed in ppm relative to either tetramethylsilane (TMS) or to
residual proton signal in deuterated solvents. Chemical shifts are reported as position (5 in ppm),
multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, p = pentet, dd = doublet of doublet, br =
broad and m = multiplet), coupling constant (J in Hz), relative integral and assignment. The
attributions of protons and carbons were achieved by analysis of 1D and 2D experiments (*H, *C,
COSY, HSQC and HMBC).

Mass spectra were recorded on a Varian triple quadrupole 1200W mass spectrometer equipped
with a non-polar C18 TSK-gel Super ODS (4.6 x 50 mm) column, using electrospray ionization and a
UV detector (diode array).

The purity of final compounds was verified by two types of high pressure liquid chromatography
(HPLC) columns: C18 Interchrom UPTISPHERE and C4 Interchrom UPTISPHERE. Analytical
HPLC was performed on a Shimadzu LC-2010AHT system equipped with a UV detector set at 254
nm and 215 nm. Compounds were dissolved in 50 puL methanol and 950 pL buffer A, and injected into
the system. The following eluent systems were used: buffer A (H,O/TFA, 100:0.1) and buffer B
(CH3:CN/H,O/TFA, 80:20:0.1). HPLC retention times (HPLC tg) were obtained at a flow rate of 0.2
mL/min for 35 min using the following conditions: a gradient run from 100% of buffer A overl min,
then to 100% of buffer B over the next 30 min.

The melting point analyses were performed on Barnstead Electrothermal Melting Point Series
1A9200 and are uncorrected.

Infrared spertras were performed on Bruker FT-IR spectrometer model a

2- General procedure
Many reactions were performed using similar procedures. These procedures are described as

general procedures in this part.
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2.1 - Protocol A

To a solution of appropriate carboxylic acid derivative (1 eq.) dissolved in a mixture of H,O and
dioxane was added Et;N (3 eq.) and Boc,0O (1.1 eq.) portion wise. The reaction mixture was stirred at
room temperature overnight. After evaporation of dioxane under reduced pressure, the crude product
was extracted twice with EtOAc, washed twice with 1M HCI and twice with saturated NaCl solution.
The organic layer was dried over MgSO,, filtered and evaporated in vacuo. No further purification was
performed unless specified.

2.2 - Protocol B

To a solution of appropriate amino protected carboxylic acid derivative (1 eq.) dissolved in a mixture
of CH,CI, and CH;CN (1:1), EDC (1.3 eq.), HOBt (1.3 eq.), NMM (6.5 eg.) and HN(Me)OMe.HCI
(2.1 eq.) were added. The mixture was stirred at room temperature over 24-72 h and then evaporated.
The resulting crude product was dissolved in CH,Cl,, washed three times with saturated NaHCO;
solution, three times with 1M HCI and once with saturated NaCl. Organic layer was dried over

MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo. Purification via flash chromatography was performed.

2.3 - Protocol C

To a solution of appropriate Weinreb amide (1 eq.) in THF was added LiAlH, (0.9 eq. of commercial
solution 1M in THF) dropwise under N, at 0°C and stirred for 1 h at 0°C. Then saturated KHSO,
solution was added dropwise. THF was evaporated off. The resulting crude product was dissolved in
CH,CI,, washed twice with saturated NaHCO3 solution, twice with 1M HCI, once with saturated NaCl
solution. Organic layer was dried over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo. Purification via

flash chromatography was performed.

2.4 - Protocol D

To a solution of appropriate aldehyde (1 eq) in CH,Cl,, benzylamine (1.2 eq) was added under N,. The
mixture was stirred at room temperature for 30 min, NaBH(OACc); (3 eq) was added portionwise (at
least for 10 min). The mixture was stirred overnight, diluted with CH,CI, (3 mL) and saturated
NaHCO; solution (3 mL) was added. The mixture was stirred during 10 min. The organic layer was
separated and the aqueous phase washed twice with CH,Cl, (15 mL). Combined organic layers were
dried over MgSO,, filtered and evaporated in vacuo. Purification via flash chromatography was

performed.
2.5 - Protocol E

To a solution of appropriated secondary amine (1 eq) in EtOH, NaHCO; (3 eq) and BrCN (1.1 eq)

were added. The mixture was stirred at room temperature for 5 h at least. The mixture was diluted with
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H,O and extracted twice with CH,Cl,. Combined organic layers were dried under MgSO,. The

solution was filtered and evaporated in vacuo. No further purification was performed unless specified.

2.6 - Protocol F
An appropriate nitrile derivative compound (1 eq) was dissolved in 3M HCl/dioxane (0.08 M) and
stirred at room temperature overnight. Dioxane was evaporated in vacuo. Purification via flash

chromatography was performed.

2.7 - Protocol G

To 6 eq. of NaH, washed previously twice with pantane at 0°C in a round bottom flask under N,,
appropriated carboxylic acid derivative (1eq.) in THF (0.06M) was added dropwise. The mixture was
stirred 30 minutes at 0°C and CHjsl (6eq.) was slowly added. The mixture was stirred at 0°C for 30
minutes and at room temperature overnight. The reaction was quenched with 2mL of water and
evaporated in vacuo. The crude product was dissolved in Et,O. Organic layer was extracted three
times with agueous NaHCOj; solution (5%) and neutralized with HCI 1M until pH=2-3. Aqueous layer
was extracted three times with EtOAc. Organic layers were dried over MgSQ,, filtered and evaporated

in vacuo. No further purification was performed.

2.8- Protocol H

To a heat-dried flask under N, was added a solution of n-BuL.i in hexanes 1.6M (1.25 eq.) in THF. The
reaction was cooled to -78°C and a solution of 2-picoline (1 eq) in THF was slowly added. After 30
min, a solution of diethyl ethoxymethylmalonate (1.1 éq.) in THF was slowly added, keeping the
reaction temperature below -60°C. The mixture was slowly warmed to -20°C over 2h, and then
guenched with a saturated solution of aqueous NH,CI/THF (50:50). Aqueous layer was extracted 3
times with CH,Cl,. The combined organic fractions were concentrated in vacuo. The crude product
was dissolved in xylenes. The mixture was heated to reflux overnight, cooled to room temperature and
filtered. The filtrate was concentrated in vacuo, and the residue was triturated overnight with diethyl

ether. Expected product was isolated by filtration. No further purification was performed.

2.9 - Protocol |

To a solution of appropriate heterocyclic compound (1 eg.) in concentrated sulfuric acid, KNO; (1.5
eq) was added by portionwise at -15°C. After stirring for 30 minutes, the reaction mixture was
guenched with Na,SO, (10%). The precipitate was filtered and washed with water. No further

purification was performed.
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2.10 - Protocol J
To a solution of appropriate heterocyclic compound (1 eq.) in THF, piperidine (2 eq.) was added. The
mixture was stirred for 15 minutes and then concentrated in vacuo. The residue was dissolved in

CH,Cl,, washed with water and dried over MgSO,. Evaporation of solvent gave expected product.

2.11 - Protocol K

To a solution of ethyl-8-chloro-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate (1 eq.) in THF, phenylboronic
acid (1.2 eq ) and Na,CO; solution (2.2 M, 4.5 eq.) were added. The mixture was stirred and flushed
with nitrogen for 10 minutes. Then 0.1 eq. of bis(triphenylphosphine)palladium(ll) dichloride was
added. The mixture was stirred at 60°C for 6 hours and then concentrated in vacuo. The residue was
dissolved in CH,Cl, and washed twice with water, saturated NaCl solution and dried over MgSQO,.
Flash chromatography was performed. (CH,Cl,-EtOAc: 92/8).

2.12 - Protocol L

To a solution of appropriate heterocyclic compound (1 eq.) in MeOH and THF (1:2), a 6N agueous
sodium hydroxide solution was added at 0°C. The mixture was stirred overnight at room temperature,
diluted with water and acidified to pH 3 with 1M aqueous HCI solution. The precipitate was filtered

and washed twice. No further purification was performed.

2.13 - Protocol M

To a solution of appropriate heterocyclic compound (1 eq.) in DCE, SOCI, (5 eq.) was added. The
mixture was stirred at 70°C for 4 hours. The mixture was concentrated in vacuo and used without
further treatment for the next step.

To a solution of obtained compound (1 eq.) in CH,CI,, Bn-NH, (1 eq.) and Et;N (2 eq.) were added.
The mixture was stirred at room temperature overnight. The mixture was evaporated in vacuo, the
residue was dissolved in CH,Cl, and washed three times with saturated NaHCO; solution, three times
with HCI 1M solution and once with saturated NaCl solution. Organic layers were dried over MgSQOy,,

filtered and concentrated in vacuum. Flash chromatography was performed.

2.14 - Protocol N
To a solution of appropriate heterocycle compound (1 eq.) in MeOH, Zn (10 eq.) and NH4CI (1.5 eq.)
were added. The mixture was heated at 70°C for at least. The solution was filtered and evaporated.

Preparative HPLC chromatography was performed.

2.15 - Protocol O
To a solution of appropriate ketone derivative (1 eq) in CHCI3, a solution of Br, (1 eq) in chloroform

was added dropwise via the dropping funnel. The mixture was stirred at room temperature for two

163



Partie expérimentale

hours at least. Completion of the reaction was followed by TLC. Water (10 mL) was added to the
solution. The organic layer was washed twice with NaHCOj; (5%), once with saturated NaCl solution
and then dried over MgSO,. The solution was filtered and evaporated in vacuo.

2.16 - Protocol P

A solution of appropriate acetyl derivative (1 eq) in CHCI; and EtOAc (1:1) was stirred for 10 minutes
at room temperature. CuBr, (2 eq) was added in one portion. The mixture was stirred at 60°C for 18 h.
The reaction was filtered and 10 mL of H,O were added and the mixture was extracted twice with
EtOAc. The organic layer was then washed once with NaCl saturated solution, dried over MgSO, and

evaporated in vacuo.

2.17 - Protocol Q

To a solution of 1 eq of appropriate bromo acetyle derivative in ethanol, 2,6-diaminopyridine (1eq)
was added in one portion. The mixture was stirred at 70°C overnight. The solvent was evaporated in
vacuum and the crude product was dissolved in CH,Cl,, washed twice with NaOH 1M solution, once

with water and dried over MgSQO,. The solvent was evaporated in vacuo.

2.18 - Protocol R

To a solution of appropriate diaminopyridine derivative (1leq.) in cyclohexanone, 2-bromoacetyle
derivative (1.2 eg.) was added in one portion. The reaction was heated to 130°C overnight. The
precipitate was filtered and washed with TBME. The product was then dried further in vacuo. No

further purification was performed.

2.19 - Protocol S

To a solution of appropriate 6-bromo-imidazopyridine derivative (1 eq.) in DMF, boronic acid
derivative (1.9 eqg.) and aqueous K3PO, (2M, 7.5 eq.) solution were added. The mixture was stirred
and flushed with nitrogen for 10 minutes. Then Pd(PPhs), (0.1 eq.) was added. The mixture was stirred
at 60°C overnight and then concentrated in vacuum. H,O (15 mL/mmol) was added and the product
was extracted with EtOAc and dried over MgSO,. The solvent was evaporated in vacuo. Flash

chromatography was performed.
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a . ¢ (10aS)-2-benzyl-1,5,10,10a-tetrahydroimidazo[1,5-b]isoquinolin-3-
@CAN d imine monohydrochloride
N
~ _@ M = 277.16, 313.13 g/mol
f NH
HCI C18H19N3.HC|
Melting point: 198.5°C
2

The expected product was obtained by protocol F.

0.30 g (0.80 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-
2-carboxylate 123 was dissolved in 3M HCl/dioxane (9.6 mL). The mixture was stirred at room
temperature overnight. The crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-
MeOH: 9.4/0.6).

Aspect: white powder
Yield: 0.13 g, 46%
TLC: (CH,CI,-MeOH, 94/6) : R = 0.3
'H NMR (CDs0D, 300 MHz),  (ppm): 7.41-7.36 (m, 5H, ArH); 7.26-7.18 (m, 4H, ArH); 4.72-4.54
(m, 4H, CHy(q) and CHyp); 4.11-4.01 (m, 1H, CHy,); 3.61 [AB part of ABX system (t, J = 9.0 Hz, 1H)
and (t, J = 6.0 Hz, 1H), Av = 144 Hz, CHy]; 2.95 [AB part of ABX system (dd, J = 18.0 and 9.0 Hz,
1H) and (dd, J = 15.0 and 9.0 Hz, 1H), Av = 72 Hz, CHy)].
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 156.7 (C=N); 134.4, 132.0, 129.9 (Cqa,); 129.1, 128.8, 128.1,
127.7, 127.0, 126.8, 126.2 (CHp); 53.2 (CHyy), 51.7 (CHyy); 48.5, 43.9 (CHyp and CHyg); 33.4
(CHa).
LCMS (ESIM): [M+H]" =278.4
IR, v (cm™): 3089 (Csp® and Csp?); 1660 (C=N)
HPLC: C, column: t(R) = 11.7 min, purity > 99%

Cigcolumn: t(R) = 20.5 min, purity > 99%
Optical rotation: ap (20°C, CH3;0H) = — 0.548°(0.500 mg/mL)

a o) (10aS)-2-benzyl-3-imino-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
©©u d blisoquinolin-1-one
N M = 291.14 g/mol
N/
3

0.020 g (0.068 mmol) of (3S)-N-benzyl-2-cyano-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxamide 16 was
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dissolved in MeOH (0.2 mL) and NH; aqueuse solution (35%) was added. The mixture was stirred at
room temperature overnight. The solvent was evaporated in vaccum and the crude product dissolved in
CHCI;. The organic layer was washed twice with water. The crude product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-EtOAc: 9/1).

Aspect: white powder
Yield: 0.017 g, 81%
TLC: (CH.CI,-EtOACc, 9/1) : Rf = 0.6
'H NMR (CDCls, 300 MHz), d (ppm): 7.46-7.13 (m, 9H, ArH); 4.87 (dd, J = 20.1 and 14.5 Hz, 2H,
CHy); 4.84 (t,J =8.0 Hz, 1H, CH,); 4.24 [AB system (d, J = 16.9 Hz, 1H) and (dd, J = 11.2 and 5.6
Hz, 1H), Av = 111 Hz, CHyp]; 3.07 [AB part of ABX system (dd, J = 13.7 and 3.2 Hz, 1H) and (dd, J
=16.1and 11.1 Hz, 1H), Av = 120 Hz, CHy).
3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 173.2 (C=0); 155.3 (C=N); 134.4, 132.0, 129.9 (Cqa); 129.1,
128.8, 128.1, 127.7, 127.0, 126.8, 126.2 (CHa,); 53.2 (CHy)), 51.7 (CHayg); 43.2 (CHyy); 334
(CHa).
LCMS (ESIM): [M+H]" =292.1
HPLC: C, column: t(R) = 8.9 min, purity > 99%

Cigcolumn: t(R) = 19.1 min, purity > 99%

ay (O T tert-butyl 3-(benzylcarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
N carboxylate®*
NH H _
M = 266.14 g/mol
¢ CirH1eN,0

8
0.160 g of tert-butyl 3-(benzylcarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 12 (0.43 mmol)

was dissolved in 5 mL of a mixture of TFA / CH,Cl, (40%). The mixture was stirred at room
temperature overnight. Solvent was evaporated in vacuo. The crude product was dissolved in CH,CI,
and washed with saturated NaHCO; solution. The organic layer was dried over MgSQ,, filtered and

evaporated. No further purification was performed.

Aspect: light brown solid

Yield: 0.104 g, 94%

TLC: (CH,Cl,-MeOH: 90/10): Rf = 0.2

'H NMR (CD,Cly, 300 MHz), 6 (ppm): 7.57 (br s, 1H, NH); 7.38-7.01 (m, 10H, ArH and CONH);
4.49 (d, J = 5.9 Hz, 2H, CHy(); 3.99 (AB system, J = 16.6 Hz, Av = 21 Hz, 2H, CHy)); 3.63 (X part of
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ABX system, ft, J = 5.3 Hz, 1H, CH,]; 3.09 [AB part of ABX system (dd, J = 15.5 and 4.5 Hz, 1H)
and (dd, J = 16.8 and 11.0 Hz, 1H), Av = 133 Hz, CH,@].
IR, v (cm™): 2924 (Csp® and Csp® Ar); 1664 (C=0).

apc d 1-phenyl-N-[[(3S)-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-3-
@3\11\”/@ yllmethylJmethanamine®?®
M = 252.16 g/mol
Ci17H2oN,

0.120 g of tert-butyl (3S)-3-[(benzylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 15
(0.34 mmol) was dissolved in 5 mL of a mixture of TFA/ CH,ClI, (50%). The mixture was stirred at
room temperature overnight. Solvent was evaporated in vacuo. The crude product was dissolved in
CH,CI, and washed with saturated NaHCO; solution. The organic layer was dried over MgSQy,

filtered and evaporated. No further purification was performed.

Aspect: light brown solid

Yield: 86 mg, quantitatif

TLC: (CH,CIl,-MeOH: 92/8): Rf = 0.2

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.45-6.89 (m, 9H, ArH); 5.05 (br s, 2H, NH); 4.09-3.88 (m,
4H, CHy(y and CHyg)); 3.29-3.15 (m, 1H, CHy,); 3.03-2.58 (M, 4H, CH,) and CHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 253.1

O
a
b OH (3S)-2-[(tert-butoxy)carbonyl]-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-
NYO ¢ carboxylic acid
. o\{/ M = 277.13 g/mol
C15H1sNO,
11

The expected product was obtained by protocol A.
5.00 g of L-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid (28.22 mmol) was dissolved in H,O
(15.2 mL) and dioxane (15.2 mL). Et;N (8.56 g, 84.6 mmol) and Boc,O (6.77 g, 31.04 mmol) were

used.
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Aspect: white powder

Yield: 7.28 g, 93%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95/5): R¢=0.5

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), ¢ (ppm): 10.74 (s, 1H, COOH); 7.19-7.08 (m, 4H, ArH); 5.13-4.71
(unresolved X part of ABX system, m, 1 H, CH,); 4.76-4.66 and 4.48 [AB system (m, 1H) and (t, J
= 15.0 Hz, 1H) CHa]; 3.27-3.10 (M, 2H, CHayy); 1.52 and 1.41 (2, 9H, (CHa); Boc).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 177.5, 176.8 (C=0); 155.8, 154.8 (C=0 Boc); 133.8, 132.9,
132.0, 131.9 (Cq A,); 128.5, 127.8, 126.9, 126.8, 126.4, 126.2 (CH,,); 80.9 (C, Boc); 54.2, 52.6
(CH(y); 44.5, 43.9 (CHa); 31.4, 30.9 (CHyy); 28.4, 28.2 ((CHs); Boc).

LCMS (ESI*): [M+H]* = 278.1; [M-Boc+H]" = 178.1

an,9 d

b
@HLN/\Q tert-butyl 3-(benzylcarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
H
N carboxylate®?

c A
0”0 M = 366.19 g/mol
C22H26N203

12

To a solution of 2-tert-butoxycarbonyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxylic acid 11 (0.150 g,
0.54 mmol) in CH,CI, (15 mL), 0.124 g of HOBt (0.65 mmol) and 0.250 g of HBTU (0.65 mmol)
were added. The solution was stirred for 15 minutes. Then a solution of Bn-NH, (0.06 ml, 0.54 mmol)
and 1.4 mL of DIEA (8.1 mmol) in CH,CI, (5 mL) was added dropwise. The mixture was stirred at
room temperature overnight. The solvent was evaporated in vacuo. The crude product was dissolved in
CH,CI,, washed twice with aqueous NaHCO; solution (5%) and once saturated NaCl solution. The
organic layer was dried over MgSQ,, filtered and evaporated in vacuo. The product was purified by
flash chromathography (CH,Cl,-MeOH(NH,): 90/10).

Aspect: white solid

Yield: 0.160 g, 81%

TLC: (CH,CI,-MeOH: 90/10): Rf = 0.7

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.34-7.05 (m, 7H, ArH); 6.96-6.70 (m, 2H, ArH); 6.53-6.06
(m, 1H, CONH); 5.01-4.29 (m, 4H, CH,), CHy and one CH,q); 4.19 (dd, J = 14.9 and 5.9 Hz, 1H,
CHa(); 3.46-2.97 (M, 2H, CHy); 1.46 (s, 9H, (CH3)sBoc).
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a
b (I
@CHL N-O tert-butyl  (3S)-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-
N (0] . . .
hd isoquinoline-2-carboxylate
f O\{/ M = 320.17 g/mol

C17H24N20,4
13

The expected product was obtained by protocol B.

7.28 g (26.26 mmol) of (3S)-2-[(tertbutoxy)carbonyl]-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic
acid 11 was dissolved in a mixture of CH,Cl, (49 mL) and CH;CN (49 mL). 6.54 g (34.1 mmol) of
EDC, 5.22 g (34.1 mmol) of HOBt, 17.3 g (170.67 mmol) of NMM and 5.38 g (55.14 mmol) of
HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature over 24 h. The product
was purified by flash chromatography (CH,CI,-EtOAc, 90/10).

Aspect: colorless oil

Yield: 5.13 g, 61%

TLC: (CH,CI,-EtOAc, 90/10) : R; = 0.3

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 7.15-7.20 (m, 4H, ArH); 5.23 and 4.86 [X part of ABX system
(ft, J = 6.0 Hz, 0.5H) and (ft, J = 7.5 Hz, 0.5H), CHy]; 4.70 and 4.69 [(AB system, J = 16.5 Hz, 1H,
Av = 36 Hz) and (AB system, J = 16.5 Hz, 1H, Av = 123 Hz), CHy]; 3.85 and 3.78 (2s, 3H, O-CHj3);
3.19 and 3.16 (2s, 3H, N-CHj3); 3.19-2.94 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy)); 1.51
and 1.45 (2s, 9H, (CHjs); Boc).

3C NMR indicates the presence of more than one conformer.

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 175.6, 174.9, 173.0 (NC=0); 155.3, 154.9, 154.7(C=0 Boc);
135.5, 134.7, 134.2, 133.9, 133.0, 132.9, 132.9, 132.7, 132.1, 129.9, 129.4, 128.8, 127.9, 127.7,
127.6, 127.1, 125.8 (Cqar and CHa); 83.9, 81.6, 80.4, (CQgoc); 61.7, 61.5, 61.3, (O-CHz); 54.8, 53.5,
53.2, 52.3, 50.7 (N-CHz and CH,), 45.4, 44.5, 43.4 (CHy¢); 32.7, 32.5, 32.2, 30.9, 30.4, 30.1, 29.8,
(CHa); 28.4, 28.3, 28.1 ((CH3); Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 321.1; [M-Boc+H]" = 221.1.
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a
@C?LH tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
N__O M = 261,14 g/mol
b
f O\{/ Ci5H1oNO;

14
The expected product was obtained by protocol C.
0.80 g (2.5 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 13 was
dissolved in THF (19 mL). 2.25 mL of LiAlH, (2.25 mmol) were added dropwise. The reaction was
guenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (10.4 mL). No further purification was
performed.

Aspect: colorless oil

Yield: 0.43 g, 70%

TLC: (CH,CI,-EtOAc, 95/5): R¢= 0.6

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 9.53 and 9.48 (2s, 1H, CHO); 7.21-7.11 (m, 4H, ArH); 4.84
and 4.46 [X part of ABX system (m, 0.5 H) and (t, J = 4.6 Hz, 0.5H), CH,]; 4.73-4.51 (m, 2H,
CHa(); 3.23-3.07 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 1.54 and 1.47 (2s, 9H, (CH3);
Boc).

a c d
@CV”/\Q tert-butyl (3S)-3-[(benzylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-
N\fo isoquinoline-2-carboxylate
f 0\{/ M = 352,22 g/mol
C22H28N202
15

The expected product was obtained by protocol D.

0.43 g (1.65 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 14 was
dissolved in CH,Cl, (10.6 mL). 0.214 mL (1.97 mmol) of BnNH, and 1.05 g (4.95 mmol) of
NaBH(OAc); were added. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 9.9/0.1, then 9.8/0.2).
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Aspect: colorless oil.

Yield: 0.55 g, 95%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 97/3): R¢= 0.5

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.36-7.21 (m, 5H, ArH); 7.20-7.03 (m, 4H, ArH); 5.53 (s, 1H,
NH); 4.92-4.45 (m, 2H, CHy); 4.22 and 4.17 (2s, 1H, CH,); 3.85 (dd, J= 19.5 Hz and 13.4 Hz, 2H,
CHa); 2.93 [AB part of ABX system (dd, J = 18.0 and 6.0 Hz, 1H) and (dd, J = 15.0 and 3.0 Hz, 1H),
Av =90 Hz, CHy]; 2.72-2.58 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHq); 1.49 (s, 9H, (CH3);
Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 155.4(C=0); 140.5, 132.9, 129.1 (Cqa,); 128.4, 128.0, 126.9,
126.6, 126.1 (CHa); 79.95 (CQgoc); 53.5 (CHag); 50.1 (CH(y)); 50.1, 48.3 (CHy); 43.08 (CHy); 31.1
(CHy); 28.5 ((CHs)sBoc).

LCMS (ESI): [M+H]" =353.3; [M-tBu+H]"=297.2; [M-Boc+H]" = 253.2

ap O (10aS)-3-benzylimino-10,10a-dihydro-5H-imidazo[1,5-
@JN H blisoquinolin-1-one
- \(NJQ M = 291.14 g/mol
d CisH17N30
18 Melting point: 160.0°C

0.20 g of 3-(benzylcarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate (0.75 mmol) and 0.152 g
of Et;N (1.50 mmol) were dissolved in 2 mL of EtOH, then a solution of 0.090 g of BrCN (0.826
mmol) in 0.5 mL of EtOH was added dropwise. The mixture was stirred at room temperature for 7 h.
0.043 g of BrCN (0.41 mmol) in 1 mL of EtOH was added and the mixture was stirred at room
temperature overnight. Solvent was evaporated and crude product was dissolved in CH,Cl,, washed
twice with saturated NaHCO; solution, once with aqueuse HCI 1M and once with saturated NaCl
solution. Organic layer was dried over MgSO,, filtered and evaporated in vacuo. Purification by flash
cromathography was performed (CH,CIl,-MeOH: 99/1). The expected compound was purified again
by preparative HPLC (C15_ ACN 60% for 40 minutes).

Aspect: white solid

Yield: 18 mg, 8%

TLC: (CH,Cl,-MeOH: 95/5): Rf=0.4

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.51-7.03 (m, 10H, ArH); 4.95-4.68 (m, 3H, CH,( and one
CHy); 4.47 (m, 1H, one CH); 4.11 (X part of ABX system, dd, J = 11.2 and 3.7 Hz, 1H, CHy);
3.07 [AB part of ABX system, (dd, J = 15.8 and 3.1 Hz, 1H) and (dd, J = 15.2 and 11.8 Hz, 1H), Av =
143 Hz, CHy)].

3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 172.6 (C=0); 155.2 (C=N), 135.9, 131.8, 131.4 (Cqa,); 129.4,
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128.7, 127.8, 127.3, 126.7 (CHa,); 55.6 (CHgy); 43.0 (CHy); 42.5 (CHa); 31.3, 29.7 (CHy).
LCMS (ESI*): [M+H]" = 292.04
IR, v (cm™): 2918 (Csp® Ar and Csp?); 1729 (C=N); 1653 (C=0).

a

o
b I
HN g' o\ tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxo-
\f 221
(0]
2

ethyl]carbamate

%/ M = 308.17 g/mol

1 C16H24N0,

The expected product was obtained by protocol B.

1.20 g (4.58 mmol) of (3S)-2-[(tert-butoxy)carbonyl]-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic
acid 20 was dissolved in a mixture of CH,CI, (8.26 mL) and CH3;CN (8.26 mL). 1.14 g (5.95 mmol)
of EDC, 0.91 g (5.95 mmol) of HOBt, 3.01 g (29.7 mmol) of NMM and 0.94 g (9.62 mmol) of
HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature over 7 h. The product was
purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 98/2).

Aspect: brown oil

Yield: 0.94 g, 66%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 90/10): R¢= 0.7

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.29-7.12 (m, 5H, ArH); 5.18 and 5.03-4.86 [X part of ABX
system (d, J = 6.0 Hz, 0.5H) and (m, 0.5 H, CHy]; 3.65 (s, 3H, OCHs); 3.16 (s, 3H, NCH3); 2.95 [AB
part of ABX system (dd, J = 12.0 and 6.0 Hz, 1H) and (dd, J = 15.0 and 9.0 Hz, 1H), Av = 60 Hz,
CH,@); 1.39 (s, 9H, (CH3)sBoc).

H tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-oxo-ethyl]carbamate®*
HNYO M = 249,14 g/mol

O\{/ C14H1gNOg
22

The expected product was obtained by protocol C.
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0.750 g (2.5 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]carbamate
21 was dissolved in THF (2.2 mL). 2.21 mL of LiAIH, 1M was added dropwise. The reaction was
quenched with a KHSO, solution (10.4 mL). The product was purified by flash chromatography
(CH.CL).

Aspect: beige solid

Yield: 0.414 g, 68%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 98/2) : R;= 0.5

'H NMR (CDCl,, 300 MHz), é (ppm): 9.58 (s, 1H, CHO); 7.35-7.11 (m, 5H, ArH); 5.25 (d, J = 9.0
Hz, 1H, NH); 4.36 (g, J = 6.0 Hz, 1H, CHy); 3.18-2.90 (m, 2H, CHy); 1.41 (s, 9H, (CHs);Boc).

a, 6 C d
b
©/\/\N/\© tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-(benzylamino)ethyl]carbamate
HN. 8 _
N M = 340.22 g/mol
O\{/ C21H2N>0;

Melting point: 71.8°C
23
The expected product was obtained by protocol D.
0.350 g (1.40 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-oxo-ethylJcarbamate 22 was dissolved in
CH,CI, (9.0 mL). 0.200 mL (1.68 mmol) of BnNH,, 0.715 g (4.20 mmol) of NaBH(OAC); were used.
The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-
MeOH, gradient 99.5/0.5, 99/1, then 98.5/1.5).

Aspect: brown solid

Yield: 0.498 g, 90%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 98/2): R¢= 0.3

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.38-7.13 (m, 10H, ArH); 5.15 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NHBoc);
4.02 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.82 (dd, J = 24 Hz and 12 Hz, 2H, CH,);
3.00-2.60 (unresolved AB system, m, 4H, CH,g and CHyg); 1.58 (s, 1H, NH); 1.42 (s, 9H,
(CH3)sBoc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 155.8 (C=0); 137.8, 137.3 (Cqa,); 129.3, 128.8, 128.6, 128.3,
127.7, 126.45 (CHpy); 79.2 (C(CHg)s); 52.4 (CHy); 50.6 (CHyy); 50.1 (CHy); 39.1 (CHy); 28.4
((CHz)sBoc).
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a Cc |N| d
b il tert-butyl-N-[(1S)-1-benzyl-2-
©/H\N(\o/\© [benzyl(cyano)amino]ethyl]carbamate
\g\{/ M = 365.21 g/mol
C22H27N302
25

The expected product was obtained by protocol E.

0.100 g (0.29 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-(benzylamino)ethyl]carbamate 23 was dissolved
in EtOH (1.3 mL). 0.074 g (0.88 mmol) of NaHCO3; and 0.034 g (0.323 mmol) of BrCN were added.
The mixture was stirred for 24 h. Mixture diluted with 5 mL of water and extracted twice with 10 mL

of CH,CI,. No further purification was performed.

Aspect: light yellow powder

Yield: 0.097g, 92%

TLC: (CH,CI,-EtOAc, 97:3): R;= 0.8

'H NMR (CD,Cl,, 300 MHz), 6 (ppm): 7.48-7.16 (m, 10H, ArH); 5.35 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NHBoc);
4.24 (dd, J = 23.5 Hz and 14.2 Hz, 2H, CHyg); 4.16-4.00 (m, 1H, CHyg); 3.09 (d, J = 6.0 Hz, 2H,
CHy); 2.72 (d, J = 6.0 Hz, 2H, CH,)); 1.46 (s, 9H, (CH;);Boc).

3C NMR (CD.Cl,, 75 MHz), & (ppm): 137.1 (C=0); 134.8 (Cqa,); 129.2, 128.8, 128.7, 128.6, 128.5,
126.7 (CHay); 118.3 (CN); 79.8 (Cgoc); 55.9 (CHa); 53.3 (CHa(); 50.6 (CHgy); 37.7 (CHyg); 28.0
(C(CHa)3Boc).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 366.0

IR, v (cm™): 2924 (Csp? and Csp®); 2204 (CN); 1689 (C=0).

ayp,c (4S)-1,4-dibenzylimidazolidin-2-imine hydrochloride
N M = 265.16, 301.13 g/mol
HN\«
C17H19N3.HCI
HcINH . .
Melting point: 196.1°C
26

The expected product was obtained by protocol F.

0.100 g (0.270 mmol) of tert-butyl-N-[(1S)-1-benzyl-2-[benzyl(cyano)amino]ethyl]carbamate 25 was

dissolved in 3M HCl/dioxane (2.3 mL). The mixture was stirred at room temperature overnight. The

product was obtained by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 95/5).

Aspect: white powder
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Yield: 0.019 g, 27%
TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.2
'H NMR (CD50D, 300 MHz), é (ppm): 7.38-7.22 (m, 6H, ArH); 7.21-7.10 (m, 4H, ArH); 4.35 (dd, J
=28.9 and 13.5 Hz, 2H, CH,(q); 4.29-4.21 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,)); 3.61 and
3.33-3.27 [AB part of ABX system (ft, J = 9.6 Hz, 1H) and (m, 1H), Av = 93 Hz, CHy)]; 2.87 (d, J =
5.9 Hz, 2H, CHy).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 157.9 (C=N); 135.7, 134.2 (Cqa,); 129.2, 128.8, 128.4, 127.9,
127.4,126.7 (CHa); 53.8 (CH(y); 51.1 (CHy); 48.5, (CHyq); 39.9 (CHy).
LCMS (ESIM): [M+H]" =266.0, [M+2H]" = 267.0.
IR, v (cm™): 3060 (Csp® and Csp®); 1668 (C=N)
HPLC: C, column: t(R) = 13.1 min, purity > 99%

Cigcolumn: t(R) = 24.7 min, purity > 99%
Optical rotation: ap (20°C, CH3;0OH) = - 0.006°(0.5 mg/mL)

(0]
a
b OH (2S)-2-[tert-butoxycarbonyl(methyl)amino]-3-phenyl-propanoic
N__O ;
~ acid
Y
0\{/ M = 279.15 g/mol
C15H21NO4
29

The expected product was obtained by protocol G.
0.880g of NaH (22.6 mmol,), (3S)-2-[(tert-butoxy)carbonyl]-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-
carboxylic acid (1.00g, 3.77 mmol) in THF (65 mL) and CHs;l (1.4 mL, 22.6 mmol)were used. No

further purification was performed.

Aspect: yellow oil

Yield: 0.950 g, 90%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 90:10): Rf= 0.5

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 7.37-7.12 (m, 5H, ArH); 4.78 and 4.64 [X part of ABX system
(ft, ] = 6.0 Hz, 0.5H) and (ft, ] = 6.5 Hz, 0.5H); Av = 50.1 Hz, CHy]; 3.40-3.26 (unresolved part of
ABX system, m, 1H, one CHy); 3.22-2.97 (unresolved part of ABX system, m, 1H, one CHyy)); 2.77
and 2.69 (2s, 3H, CHgy)); 1.41 and 1.35 (2s, 9H, (CH;);Boc).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.
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13C NMR (CDCls, 75 MHz), 8 (ppm): 176.2, 175.7 (COOH); 157.5, 155.0 (C=O Boc); 137.4, 137.1
(Cq &); 128.9, 128.5, 1267 (CHay): 80.8 (Cq soc); 61.4, 61.1 (CH); 35.3, 34.7 (CHyw): 33.5, 32.5
(CHa); 28.3 ((CH3)s Boc).

LCMS (ESI™): [M-Boc+H]" = 180.0

OJ< (ethyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-
HO H N/g o) hydroxyphenyl)propanoate
t") o M = 309.16 g/mol
20 CieHzaNOs
30

The expected product was obtained by protocol A.
1.50 g (7.17 mmol) of ethyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-hydroxyphenyl) propanoate was
dissolved in H,O (3.93 mL) and THF (3.93 mL). EtsN (2.24 ¢, 21.55 mmol) and Boc,O (1.70 g, 7.88

mmol) were used.

Aspect: colorless oil

Yield: 2.06 g, 93%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95:05): R¢= 0.3

'"H NMR (CDCl3, 300 MHz), é (ppm): 6.97 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH); 6.72 (d, J = 8.07 Hz, 2H, ArH);
5.04 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NHBoc); 4.58-4.45 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CHy,); 4.16 (q,
J= 6.0 Hz, 2H, OCHy,); 3.13-2.84 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 2.06 (s, 1H,
OH); 1.43 (s, 9H, (CHs)s Boc); 1.22 (t, J= 6.0 Hz, 3H, CHy).

LCMS (ESIM): [M+H]" = 310.0, [M-Boc+H]" = 210.0

OJ< ethyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-
.0 HN/g 0 methoxyphenyl)propanoate
O M=323.17 g/mol
a bo
C17H25N05
31

To a solution of (ethyl-(2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-hydroxyphenyl)propanoate 30 (0.100g,
0.32 mmol) in dry DMF (1.6 mL), K,CO3 (0.330 g ) was added. 0.06 mL (0.97 mmol) of CHsl was
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added dropwise and the mixture stirred at room temperature under N, atmosphere for 2 h. The
reaction was diluted with 2 mL of water and extracted twice with 10 mL of EtOAc. Organic layer was
washed with saturated NaCl solution, dried over MgSQO,, filtered and evaporated in vacuum. No

further purification was performed.

Aspect: yellow oil

Yield: 0.100g, 97%

TLC: (CH,CI,-EtOAC, 95:5): R¢= 0.5

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.04 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH); 6.81 (d, J = 8.7 Hz, 2H, ArH);
5.00 (d, J = 7.7 Hz, 1H, NHBoc); 4.51 (X part of ABX system, g, J = 6.0 Hz, 1H, CH,); 4.15(q, J =
7.1 Hz, 2H, OCH,); 3.77 (s, 3H, OCHj,); 3.08-2.87 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H,
CHa); 1.42 (s, 9H, (CH3);Boc); 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 171.9 (COOEY); 158.6 (C=0); 155.1 (Cqa,); 130.3 (CHa);
128.0 (Cqar); 113.9 (CHaY); 79.7 (C( Boc); 61.2 (OCHy); 55.2 (OCHg); 54.6 (CHyy,)); 37.5 (CHy); 28.3
((CHs3)s Boc); 14.1 (CHsy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 324.2; [M-Boc+H]" = 224.2

OJ< (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-
0 Hl}l/go methoxyphenyl)propanoic acid
~OH M = 295.14 g/mol
aPo
C15H21N05
32

To a solution of ethyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-methoxyphenyl)propanoate 31 (0.100g,
0.31 mmol) in a mixture of THF/H,O (1:1) (3 mL), 0.019 g (0.46 mmol) of LiOH was added portion
wise. The mixture was stirred at 0°C for 3 h. The reaction quenched with a citric acid saturated
solution, extracted twice with EtOAc (15 mL), washed once with water and saturated NaCl solution.
Organic layer was dried over MgSO,, filtered and evaporated in vacuo. No further purification was

performed.

Aspect: colourless oil
Yield: 0.090g, quantitative
TLC: (CH,CI,-EtOAC, 90:10): R¢= 0.3

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.
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'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 10.12 (br s, 1H, COOH); 7.11 (d, J = 7.8 Hz, 2H, ArH); 6.83
(d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH); 5.11 (d, J = 7.9 Hz, 1H, NHBoc); 4.59-4.17 (unresolved X part of ABX
system, m, 1H, CH,)); 3.79 (s, 3H, OCHg); 3.16-2.78 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H,
CHy); 1.42 and 1.30 (2s, 9H, (CH3)sBoc).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 (ppm): 176.3, 176.0 (COOH); 158.7 (C=0); 156.6, 155.5 (Cqa,); 130.4
(CHa); 128.5, 128.0 (Cqar); 114.0 (CHay); 81.6, 80.2 (Cq goc); 56.6 (CH,) ; 55.2 (OCHs); 54.5
(CHgy); 38.1, 37.0 (CHy); 28.3, 28.1 ((CHs);Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 296.0; ; [M-tBu+H] = 240.0; [M-Boc+H]" = 196.0

a

b C
©/\AN d (4S)-1,4-dibenzyl-3-methyl-imidazolidin-2-imine hydrochloride
N
- \\f\lH M = 279.87, 315.84 g/mol
HCI CisHzN3. HCI
33 Melting point: 244.5°C

The expected product was obtained by protocol F.

0.047 g (0.124 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-[benzyl(cyano)amino]ethyl]-N-methyl-
carbamate 49 was dissolved in 3M HCl/dioxane (1.1 mL). The mixture was stirred at room
temperature overnight. The crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-
MeOH: 95/5).

Aspect: white powder

Yield: 0.024 g, 61%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 94:6): R¢= 0.2

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 7.39-7.23 (m, 6H, ArH); 7.17-7.04 (m, 4H, ArH); 4.39 (AB
system, J = 15.7 Hz, Av = 38.9 Hz, 2H, CHy()); 4.23-4.11 (unresolved X part of ABX system, m, 1H,
CHy); 3.37 [AB part of ABX system (t, J = 9.7 Hz, 1H) and (dd, J = 9.9 and 5.7 Hz, 1H), Av = 91.7
Hz, CH]; 3.10 (s, 3H, CHs(y); 2.94 [AB part of ABX system (dd, J = 13.9 and 4.4 Hz, 1H) and (dd,
J=7.1and 6.8 Hz, 1H), Av = 61.9 Hz, CHy)].

3C NMR (CD50D, 75 MHz), é (ppm): 157.4 (C=N); 135.3, 134.2 (Cqa,); 129.2, 128.7, 128.5, 127.9,
127.3,126.9 (CHa,); 59.8 (CHy)); 49.4 (CHy(); 48.0 (CHy(q); 36.8 (CHa); 30.2 (CHsq)).

LCMS (ESIM):[M+H]" = 280.1

IR, v (cm™): 3024 (Csp” and Csp®); 1664 (C=N).

HPLC: C, column: t(R) = 10.07, purity > 99%;
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Cigcolumn: t(R) = 4.50, purity > 99%.
Optical rotation: ap (20°C, CH30H) = —0.098°(0.5 mg/mL)

d
/OO\/ECN/_Q (4S)-1-benzyl-4-[(4-methoxyphenyl)methyl]imidazolidin-2-imine
b
N

>=NH hydrochloride
a H HC  M=29517, 331.14 g/mol
34 C18H21N30.HC|

The expected product was obtained by protocol F.

0.025 g (0.06 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-methoxy
phenyl)ethyl]carbamate 53 was dissolved in 3M HCl/dioxane (0.5 mL). The mixture was stirred at
room temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography
(CH,CI,-MeOH: 90/10).

Aspect: green brown solid (hygroscopic)
Yield: 0.014 g, 67%
TLC: (CH,CI,-MeOH, 90:10): R¢= 0.3
'H NMR (CD50D, 300 MHz), é (ppm): 7.39-7.31 (m, 5H, ArH); 7.09 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH); 6.83
(d, J = 6.6 Hz, 2H, ArH); 4.45 (AB system, 2H, J = 15.8 Hz, Av = 37.3 Hz, CHyy); 4.26-4.19
(unresolved X part of ABX system, m, 1H, CHy); 3.79 (s, 3H, Ar-OCHj3); 3.40 and 3.17-3.12 [AB
part of ABX system (ft, J = 9.7 Hz, 1H) and (m, 1H), Av = 90 Hz, CHy())]; 2.87-2.75 (unresolved AB
part of ABX system, m, 2H, CHyy).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 157.9 (C=N); 134.2 (Cqa,); 130.2, 128.7 (CH,,); 127.9, 127.4
(Cqar); 127.3, 113.8 (CHa4); 54.3 (Ar-OCHj); 53.9 (CHyy); 50.9, 48.4 (CHy); 48.1, 47.9 (CH y); 38.9
(CHa).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 296.1
IR, v (cm™): 3064 (Csp” and Csp®); 1670 (C=N).
HPLC: C, column: t(R) = 13.3 min, purity = 99%

Cigcolumn: t(R) = 8.0 min, purity > 99%
Optical rotation: ap (20°C, CH;0H) = —0.045°(0.5 mg/mL)
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d
HO c N@ 4-[[(4S)-1-benzyl-2-imino-imidazolidin-4-ylJmethyl]phenol
\©\}[N\FNH hydrochloride

a H HC

M = 281.15, 317.13 g/mol
35 C17H1sN;O. HCI

The expected product was obtained by protocol F.

0.100 g (0.23 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-tert-butoxyphenyl)
ethyl]carbamate 57 was dissolved in 3M HCl/dioxane (0.35 mL). The mixture was stirred at room
temperature overnight. The crude product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH:
85/15). After purification the product is dissolved and stirred in a mixture of CH,CI,-TFA (11mL-
5mL) over the night. The crude product was evaporated in vacuo. No further purification was
performed.

Aspect: green brown solid (hygroscipic)
Yield: 53 mg, 73%
TLC: (CH,CIl,-MeOH, 85/15): Rf= 0.4
'H NMR (CD30D, 300 MHz), 6 (ppm): 7.40-7.28 (m, 3H, ArH); 7.12-7.03 (m, 2H, ArH); 6.98 (d, J =
8.5 Hz, 2H, ArH); 6.72 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH); 4.45 (AB system, J = 15.8 Hz, 2H, Av = 42.9 Hz,
CHa(q); 4.25-4.13 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.59 and 3.33-3.27 [AB part of
ABX system (t, J = 9.7 Hz, 1H) and (m, 1H), Av = 259.7 Hz, CHy()]; 2.82-2.66 (unresolved AB part
of ABX system, m, 2H, CH).
3C NMR (CD50D, 75 MHz), ¢ (ppm): 158.0 (C=N); 156.3, 134.2 (Cqa,); 130.3, 128.7, 127.8, 127.2
(CHar); 126.0 (Cqar); 115.1 (CHa); 53.9 (CH,)); 50.9 (CHay); 47.9 (CH(g); 38.9 (CHay).
LCMS (ESIM): [M+H]".= 282.1
IR, v (cm™): 3064 (Csp® and Csp®); 1670 (C=N).
HPLC: C, column: t(R) = 10.2, purity: 99%

Cygcolumn: t(R) = 15.8, purity: > 99%
Optical rotation: ap (20°C, CH3;0OH) = - 0.014°(0.5 mg/mL)

a
b C
\AN d (4S)-1-benzyl-4-methyl-imidazolidin-2-imine hydrochloride
HN
~ M= 189.75, 225.72 g/mol
Her NH
C11H15N3.HCI
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36 Melting point: 194.9°C

The expected product was obtained by protocol F.

0.100g (0.35 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-2-[benzyl(cyano)amino]-1-methyl-ethyl]carbamate 61 was
dissolved in 3M HCl/dioxane (3.1 mL). The mixture was stirred at room temperature overnight. The
crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 90/10).

Aspect: white powder
Yield: 0.042 g, 53%
TLC: (CH,CI,-MeOH, 90/10): R¢= 0.3
'H NMR (CD50D, 300 MHz), & (ppm): 7.48-7.27 (m, 5H, ArH); 4.59 (br s, 1H, NH); 4.42 (br s, 2H,
CHa); 4.12-3.99 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.42 [AB part of ABX system
(dd, J =18.9 and 9.5 Hz, 1H) and (dd, J = 9.6 and 6.7 Hz, , 1H) Av = 179.9 Hz, CHy); 1.25 (d, J =
6.0 Hz, 3H, CHs).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), & (ppm): 158.0 (C=N); 134.5 (Cqa,); 128.8, 127.9, 127.5 (CH,,); 53.6
(CH); 48.9 (CHy() and CHy(g); 19.5 (CHy).
LCMS (ESI"):[M+H]" = 190.1
IR, v (cm™): 3055 (Csp? and Csp®); 1667 (C=N).
HPLC: C,column: t(R) = 7.3 min, purity > 99%

Cigcolumn: t(R) = 8.0 min, purity > 99%
Optical rotation: op (20°C, CH3OH) = —0.045°(0.5 mg/mL)

3-imine hydrochloride

CDAC _@ (8aS)-2-benzyl-1,5,6,7,8,8a-hexahydroimidazo[1,5-a]pyridin-
N

N

\«

d
NH M =229.16, 265.14 g/mol
Hel CaaHioNs.HCI
37 Melting point: 188.2°C

The expected product was obtained by protocol F.

77 mg (0.234 mmol) of tert-butyl (2S)-2-[[benzyl(cyano)amino]methyl]piperidine-1-carboxylate 65
was dissolved in 3M HCl/dioxane (2.30 mL). The mixture was stirred at room temperature over eight
days. The solvent was evaporated in vacuum. Flash chromatography was performed (eluent: CH,Cl,-
MeOH: 90/10)
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Aspect: yellow powder
Yield: 0.130 g, 29%
'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 7.47-7.28 (m, 5H, ArH); 4.59 (AB system, d, J = 15.1 Hz, Av
=18.7 Hz, 1H, CHy]; 3.92-3.88 (m, 1H, one CH,); 3.51 [unresolved AB part of ABX system(dd, J =
12.3 and 9.0 Hz, 1H) and (dd, J = 15.3 and 9.2 Hz, 1H), Av = 246 Hz, CH,)]; 3.87-3.73 (m, 1H,
CHy)); 3.08 (dd, J = 9.0 and 3.1 Hz, 1H, CH,); 1.91-1.77 (m, 2H, CH,); 1.58-1.30 (m, 4H, CH,).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 156.0 (C=N); 134.4 (Cqa,); 128.7, 128.0; 127.5 (CH,,); 59.5
(CH(p); 51.5 (CHy); 47.8 (CHy); 42.3, 29.7, 24.0, 22.2 (CH,).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 230.1
IR, v (cm™): 2941 (Csp® and Csp®); 1660 (C=N).
HPLC: C, column: t(R) = 9.0 min, purity = 98%

Cygcolumn: t(R) = 16.6 min, purity > 99%

d (4S)-1-benzyl-4-[(4-fluorophenyl)methyl]imidazolidin-2-imine
F c N/_Q hydrochloride
bl [ (=NH M = 283.15, 319.12 g/mol
a H HC Ci7HisFNa.HCI
38 Melting point:225.5°C

The expected product was obtained by protocol F.

0.290 g (0.756 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-fluorophenyl)ethyl]
carbamate 69 was dissolved in 3M HCl/dioxane (9.0 mL). The mixture was stirred at room
temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-
MeOH: 90/10). A precipitate was formed in MeOH and washed with EtOH.

Aspect: colorless solid

Yield: 0.217 g, 90%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 90/10): R¢= 0.5

The expected product was obtained by protocol F.

0.290 g (0.756 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-fluorophenyl)ethyl]
carbamate was dissolved in 3M HCl/dioxane (9.0 mL). The mixture was stirred at room temperature
over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 90/10).
A precipitate was formed in MeOH and washed with EtOH.

Aspect: colorless solid
Yield: 0.217 g, 90%
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TLC: (CH,Cl,-MeOH, 90/10): R;= 0.5

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), & (ppm): 7.41-7.28 (m, 3H, ArH); 7.26-7.17 (m, 2H, ArH); 7.17-7.09
(m, 2H, ArH); 7.06-6.95 (m, 2H, ArH); 4.44 [AB system, J = 16.1Hz, Av = 41 Hz, 2H, CHy()); 4.32-
4.19 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.62 and 3.34-3.24 [unresolved AB part of
ABX system(t, ] = 11.2 Hz, 1H) and (m, 1H), Av = 108 Hz, CH;]; 2.94-2.77 (unresolved AB part of
ABX system, m, 2H, CHy).

C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 163.7, 160.4 (Cqc.r, Jo.r= 242.1 Hz); 157.9 (C=N); 134.2,
131.6 (Cgay); 131.1, 131.0, 128.7; 127.9, 127.5, 115.2, 114.9 (CHa,); 53.7 (CHg,); 50.9 (CHy(); 48.5
(CHy(); 38.8 (CHa).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 284.0

HPLC: C, column: t(R) = 11.0 min, purity > 99%
Cigcolumn: t(R)=19.5 min, purity > 99%

Optical rotation: ap (20°C, CH30H) =—0.072°(0.5 mg/mL)

1 @, c 9 (4S)-1-benzyl-4-(3H-indol-3-yImethyl)imidazolidin-2-imine
HN S N hydrochloride
— HN\\< d
NH M= 304.17, 340.15 g/mol
HCI CigH2oN4.HCI
39 Melting point: 209.3°C

The expected product was obtained by protocol F.

0664 g (1.32 mmol) of tert-butyl 3-[(2S)-3-[benzyl(cyano)amino]-2-(tert-butoxycarbonyl
amino)propyl]indole-1-carboxylate 73 was dissolved in 3M HCl/dioxane (13.5 mL). The mixture was
stirred at room temperature over eight days. The crude reaction product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 90/10).

Aspect: yellow powder

Yield: 0.130 g, 29%

'"H NMR (CD30D, 300 MHz), é (ppm): 7.51 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH); 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH);
7.29 (m, 3H, ArH); 7.14-6.98 (m, 5H, ArH); 4.36 (AB system, d, J = 18.2 Hz, Av = 45.0 Hz, 2H,
CHa(q); 4.37-4.32 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.59 and 3.33-3.24 [unresolved
AB part of ABX system, (t, J = 9.0 Hz, 1H) and (m, 1H), Av = 72.3 Hz, CH,]; 3.07-2.88 (unresolved
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AB part of ABX system, m, 2H, CHyy).

3C NMR (CD50D, 75 MHz), 5(ppm): 157.8 (C=N); 136.7 (Cqa,); 134.2 (Cqa); 128.6, 127.8 (CHa);
127.5 (Caa); 127.1, 1234, 121.2, 118.7, 117.9, 111.1 (CHa); 108.2 (Cqa); 53.6 (CHy); 5.4
(CHZ(C)); 47.9 (CHz(d)); 29.8 (CHz(a)).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 305.1

IR, v (em™): 3105 (Csp® and Csp®); 1670 (C=N).

HPLC: C,4 column: t(R) = 10.6 min, purity = 97%
Cygcolumn: t(R) = 20.1 min, purity = 97%

. c 9 [(4S)-1-benzyl-3,4-dimethyl-imidazolidin-2-ylideneJammonium
b .
NNy chloride
N
17 \<N H HCI M= 203.77, 239.74 g/mol

C17_H17N3.HCI
41

The expected product was obtained by protocol F.

0.093 g (0.306 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-2-[benzyl(cyano)amino]-1-methyl-ethyl]-N-methyl-
carbamate 79 was dissolved in 3M HCl/dioxane (0.50 mL). The mixture was stirred at room
temperature for 4 h. The crude reaction product was purified by preparative TLC (CH,Cl,-MeOH:
90/10).

'"H NMR (CD0D, 300 MHz), & (ppm): 7.46-7.28 (m, 5H, ArH); 4.56 (s, 2H, CHyq); 3.99-3.85
(unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,)); 3.38 [AB part of ABX system, (t, J = 9.4 Hz, 1H)
and (dd, J = 9.5 and 7.3 Hz, 1H), Av = 187 Hz, CHy]; 2.99 (s, 3H, NCHj3); 1.30 and 1.28 (2s, 3H,
CHs).

B3C NMR (CD30OD, 75 MHz), é (ppm): 157.5 (C=N); 134.4 (Cqa,); 128.7, 128.0, 127.5 (CHa,); 55.2
(CH(); 52.4 (CHy(); 48.5 (CHz(w); 28.8 (CHy(y); 16.5 (CHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 204.1
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a | ) |
@/\HLN_O tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]-
\
N © N-methyl-carbamate
1 O

7( M = 322.40 g/mol

CurHzsN20s

46
The expected product was obtained by protocol B.
0.950 g (3.40 mmol) of (2S)-2-[tert-butoxycarbonyl(methyl)amino]-3-phenyl-propanoic acid 29
was dissolved in a mixture of CH,CI, (6.15 mL) and CH;CN (6.15 mL). 0.847 g (4.42 mmol) of
EDC, 0.675 g (4.42 mmol) of HOBt, 2.44 ml (22.1 mmol) of NMM and 0.696 g (7.14 mmol) of
HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature overnight. The product
was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 98/2 then 95/5).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.942 g, 86%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 98:2) : R¢= 0.5

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.27-7.16 (m, 5H, ArH); 5.64-5.07 [unresolved X part of ABX
system, m, 1H, CH,); 3.64 and 3.61 (2s, 3H, OCHjs); 3.16 and 3.19 (2s, 3H, NCHj3); 3.06-2.87
[unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHyy)]; 2.85 (s, 3H, NCHj3); 1.35 and 1.23 (2s, 9H,
(CHs)sBoc).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CDCls, 75 MHz), ¢ (ppm): 171.5 (NC=0); 155.6, 154.9 (C=0 Boc); 138.0, 137.5 (Cqa,);
129.4, 129.2, 128.4, 128.2, 126.4 (CHa,); 79.8 (Cq Boc); 61.3 (OCHj3); 57.2 (NCHs); 54.7 (CHyy);
34.9 (CHy@), 30.2, 29.8 (CH3y); 28.2, 26.8 ((CHs)3Boc).

LCMS (ESIM): [M+H]" = 323.0, [M-Boc+H]" =223.0

b
©/\)LH tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-oxo-ethyl]-N-methyl-carbamate
N__O _
~ M = 263.15 g/mol
Oﬁ/ CisHz:NOs

47
The expected product was obtained by protocol C.
0.872 g (2.7 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]-N-
methyl-carbamate was dissolved in THF (2.4 mL). 2.43 mL of LiAIH, 1M was added dropwise. The
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reaction was quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (11.4 mL). The product was purified

by flash chromatography (CH,CL,).

Aspect: white solid

Yield: 0.170 g, 27%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 99:1): R¢= 0.3

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), § (ppm): 9.67 (s, 1H, CHO); 7.39-7.11 (m, 5H, ArH); 4.21 and 4.01 [X
part of ABX system (ft, J = 4.8 Hz, 0.5H) and (dd, J = 10.3 and 4.1 Hz, 0.5H), CHy]; 3.31 and 2.96
[AB part of ABX system (dd, J = 15.0 and 6.0 Hz, 1H) and (m, 1H), CHy]; 2.70 and 2.63 (2s, 3H,
CHsq); 1.44 and 1.38 (2s, 9H, (CH;);Boc).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 199.3, 198.9 (CHO); 155.8, 154.7 (C=0 Boc); 137.7 (Cqa,);
129.2, 129.1, 128.7, 128.6, 126.7, 126.5 (CHa,); 81.2, 80.5 (Cq goc); 69.5, 68.4 (CH,)); 34.8 (CHs));
33.6, 32.8 (CHy); 28.8 ((CHs)sBoc).

LCMS (ESI"): [M-Boc+H]" = 164.0

a c d
©/\b/\ m/\© tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-(benzylamino)ethyl]-N-methyl-
1~ N\?O carbamate
o\{/ M = 354.23 g /mol
C22H30N202
48

The expected product was obtained by protocol D.

0.170 g (0.65 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-oxo-ethyl]-N-methyl-carbamate 47 was
dissolved in CH,Cl, (4.2 mL). 0.032 mL (0.7 mmol) of BnNH,, 0.331 g (1.95 mmol) of NaBH(OAC);
were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash chromatography
(CH,CI,-MeOH: 97/3).

Aspect: light yellow oil

Yield: 0.120 g, 52%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 97/3): R;= 0.1

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.44-7.05 (m, 10H, ArH); 4.71-4.34 (unresolved X part of
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ABX system, m, 1H, CH,); 3.89 and 3.71 [AB part of ABX system (d, J = 13.1 Hz, 1H) and (m, 1H),
CHyl; 2.93-2.55 (m, 7H, CHsquy, CHyey and CHyg); 2.00 (br s, 1H, NH); 1.38 and 1.28 (2s, 9H,
(CHz3)sBoc).

3C NMR (CDCl3, 75 MHz), é (ppm): 156.3 (C=0); 138.6 (Cqa,); 129.0, 128.4, 128.2, 127.1, 126.6
(CHa); 79.6 (Cgoc); 55.6 (CHyg); 53.2 (CHy); 50.1 (CHy); 49.6 (CHgy); 36.9 (CHsq); 28.2
(CHz3)sBoc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 355.1, [M-Boc+H]" = 255.1

N
a
b ¢ I'LI d tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-[benzyl(cyano)amino]ethyl]-N-
Q/)‘:O/\Q methyl-carbamate
oo M = 379.23 g/mol
\{/ C23H29N302
49

The expected product was obtained by protocol E.

0.100 g (0.28 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-benzyl-2-(benzylamino)ethyl]-N-methyl-carbamate 48
was dissolved in EtOH (1.3 mL). 0.071 g (0.84 mmol) of NaHCO;and 0.033 g (0.31 mmol) of BrCN
were added. The mixture was stirred for 5 h. Mixture diluted with 5 mL of water and extracted twice

with 10 mL of CH,Cl,. No further purification was performed.

Aspect: yellow oil

Yield: 0.047g, 44%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5): Rf= 0.6

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CD,Cl,, 300 MHz), & (ppm): 7.45-7.06 (m, 10H, ArH); 4.51 (m, 1H, CH,); 4.32-4.11 (m,
2H, CHy); 2.60-1.33 (M, 7H, CHyu), CHa) and CHyg); 1.44 and 1.35 (2s, 9H, (CH3);Boc).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CD,Cl,, 75 MHz), 6 (ppm): 156.0, 155.3 (C=0); 137.3 (Cga,); 129.0, 128.8, 128.5, 127.7,
126.7, 126.6 (CH,,); 118.0, 117.6 (CN); 80.3, 80.0 (Cgoc); 55.6 (CHa(); 54.7 (CHa); 51.3 (CH);
50.6 (CHa); 36.2 (CHy(y); 28.0 ((CH3)sBoc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 280.0, [M-Boc+H]" = 380.0

IR, v (cm™): 3030 (Csp® and Csp®); 2209 (CN); 1684 (C=0).
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:<O tert-butyl N-[(1S)-2-[methoxy(methyl)amino]-1-methyl-2-oxo-
o 325
_0 NH Q/ ethyl]carbamate
N M = 338.18 g/mol
aPo Ca7Hz6N;O5

50
The expected product was obtained by protocol B.
0.400 g (1.35 mmol) of (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-methoxyphenyl)propanoic acid was
dissolved in a mixture of CH,CI, (6.5 mL) and CH3;CN (6.5 mL). 0.337 g (1.76 mmol) of EDC, 0.237
g (1.76 mmol) of HOBt, 0.97 ml (8.8 mmol) of NMM and 0.277 g (2.84 mmol) of HN(Me)OMe.HCI
were used. The mixture was stirred at room temperature overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-EtOAc, 4 to 10%).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.225 g, 48%

TLC: (CH,CI,-EtOAC, 90:10): R¢= 0.6

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.55 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ArH); 6.79 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH);
5.20 (d, J = 9.0 Hz, 1H, NHBoc); 4.80-4.93 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.79
(s, 3H, Ar-OCHpy); 3.63 (s, 3H, OCHjy); 3.13 (s, 3H, NCHy); 3.00-2.76 [AB part of ABX system (dd, J
= 13.7 and 6.1 Hz, 1H) and (dd, J = 13.4 and 6.8 Hz, 1H), Av = 64.3 Hz, CHyy]; 1.36 (s, 9H,
(CHz3)sBoc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 (ppm): 172.4 (NC=0); 158.5 (C=0); 155.2 (Cqa); 130.4 (CHp);
128.6 (Cgar); 113.7 (CHay); 79.5 (Cq Boc); 61.5 (CH(y); 55.1 (Ar-OCHg); 51.6 (OCHa); 37.9 (NCHy);
32.0 (CHa); 28.3 ((CHg)sBoc).

OJ< tert-butyl N-[(1S)-1-formyl-2-(4-methoxyphenyl)ethyl]carbamate®*°
-0 N0 M = 279.15 g/mol
: CsHzNO,
abg

51
The expected product was obtained by protocol C.
0.200 g (0.59 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-2-[methoxy(methyl)amino]-1-methyl-2-oxo-ethyl]
carbamate 50 was dissolved in THF (0.58 mL). 0.58 mL of LiAlIH; 1M was added dropwise. The
reaction was quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (2.36 mL). The product was purified
by flash chromatography (CH,Cl,-EtOAc, 95/5).
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Aspect: white powder

Yield: 0.122 g, 74%

TLC: (CH,CI,-EtOAC, 90:10): R¢= 0.7

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 9.60 (s, 1H, CHO); 7.07 (d, J = 4.7 Hz, 2H, ArH); 6.83 (d, J =
4.6 Hz, 2H, ArH); 5.10 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NHBoc); 4.30-4.42 (unresolved X part of ABX system, m,
1H, CH,)); 3.77 (s, 3H, Ar-OCHg); 3.04 (d, J = 6.4 Hz, 2H, CHy); 1.43 (s, 9H, (CH3)sBoc).

3C NMR (CDCl3, 75 MHz), é (ppm): 199.7 (CHO); 158.7 (C=0); 155.4 (Cqa,); 130.3 (CHa); 127.7
(Caar); 114.2 (CHa); 80.1 (Cq Boc); 60.9 (CHyy); 55.2 (Ar-OCHy); 33.5 (CHa); 28.3 ((CH3)sBoc).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 289.9

OJ< tert-butyl N-[(1S)-3-(benzylamino)-1-[(4-
/OO\Tiap methoxyphenyl)methyl]-2-oxo-propyl]carbamate
N M = 370.23 g/mol
abec d CzoHa0N0;
52

The expected product was obtained by protocol D.

0.110 g (0.394mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-formyl-2-(4-methoxyphenyl)ethyl]jcarbamate 51 was
dissolved in CH,Cl, (2.9 mL). 0.050 mL (0.472 mmol) of BnNH,, 0.200 g (1.18 mmol) of
NaBH(OACc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH, 98/2).

Aspect: colourless oil

Yield: 0.032 g, 22%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 96:4): R¢=0.2

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.31-7.15 (m, 5H, ArH); 7.09 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH); 6.82 (d,
J=9.5 Hz, 2H, ArH); 4.74 (br s, 1H, NHBoc); 3.89-3.78 (unresolved X part of ABX system, m, 1H,
CHg); 3.77-3.68 (m, 5H, Ar-OCHj; and CH,); 2.80-2.65 (unresolved AB part of ABX system, m,
2H, CHy(); 2.63-2.57 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 1.75-1.66 (m, 1H, NH);
1.43 (s, 9H, (CHz3)3Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 158.2 (C=0); 155.7, 140.2 (Cqa,); 130.3(CH,,); 130.1 (Cqa);
128.4, 128.2, 127.0, 113.8 (CHa); 79.8 (Cq goc); 55.2 (Ar-OCHg); 53.8 (CH(g); 51.33 (CHy); 42.9
(CH¢); 38.2 (CHy), 28.4 ((CHs)sBoc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 371.2; [M-tBu+H]" = 315.2; [M-Boc+H]" = 271.2
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OJ< tert-butyl N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-
~ Owio Q methoxyphenyl)ethyl]carbamate
~N M = 395.22 g/mol
N 23M29N3U3
53

The expected product was obtained by protocol E.

30 mg g (0.086 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-3-(benzylamino)-1-[(4-methoxyphenyl)methyl]-2-oxo-
propyl]carbamate 52 was dissolved in EtOH (0.4 mL). 22 mg (0.260 mmol) of NaHCO; and 10 mg
(0.09 mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight, diluted with 2.5 mL of water

and extracted twice with 5 mL of CH,CI,. No further purification was performed.

Aspect: brown oil

Yield: 0.028g, 82%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 96:4): R= 0.3

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CD,Cl,, 300 MHz), ¢ (ppm): 7.38-7.23 (m, 5H, ArH); 7.06 (d, J = 8.6 Hz, 2H, ArH); 6.83
(d, J = 6.6 Hz, 2H, ArH); 4.60 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NHBoc); 4.21 (AB system, J = 14.3 Hz, Av = 21.9
Hz, 2H, CHy); 4.03-3.86 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.79 (s, 3H, Ar-OCHjy);
3.09-2.97 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 2.83-2.70 (unresolved AB part of ABX
system, m, 2H, CHy); 1.45 (s, 9H, (CH3); Boc).

B3C NMR (CD.Cl,, 75 MHz), é (ppm): 158.5 (C=0); 155.4, 134.46 (Cqga,); 130.2, 128.9, 128.7
(CHay); 128.6 (Cqgar); 118.7 (CN); 114.1 (CHal); 79.9 (Cq goc); 55.4 (CH(y); 55.3 (Ar-OCHj); 53.0
(CHa(); 50.0 (CHyy); 37.4 (CHy), 28.4 ((CH3)s Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 396.0 ; [M-tBu+H"] = 340.0; [M-Boc+H]" = 296.0

IR, v (cm™): 2932 (Csp” and Csp®); 2199 (CN).

OJ< tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-tert-butoxyphenyl)methyl]-2-
>( © Hl}l/g o [methoxy(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]carbamate®’
A g M = 380.23 g/mol
Ao CaoHzN,0s
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N-Boc protected product was obtained by protocol A.
0.700 g (2.95 mmol) of (2S)-2-amino-3-(4-tert-butoxyphenyl)propanoic acid was dissolved in H,O
(1.83 mL) and THF (1.83mL). Et;N (0.895 g, 8.85 mmol) and Boc,O (0.708 g, 3.24 mmol) were used.

Aspect: colorless oil

Yield: 0950g, 95%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.3

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 11.24 (s, 1H, COOH); 7.06 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ArH); 6.89 (d, J
= 8.1 Hz, 2H, ArH); 5.13 (d, J = 8.1 Hz, 1H, NHBoc); 4.68-4.27 (unresolved X part of ABX system,
m, 1H, CH,); 3.18-2.82 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy)); 1.30 and 1.38 (2s, 18H,
(CH3)3Boc and C(CHsy)s).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 175.6 (COOH); 156.6, 155.4 (C=0); 154.1, 131.4, 131.0 (Cqa,);
129.9, 124.1 (CHy,); 81.5, 80.0, 78.5 (CQgoc); 56.2, 54.3 (CH(,)); 38.3, 37.3 (CHy); 28.3, 28.1, 27.9
(C(CHa)a).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 338.0; [M-tBu+H]" = 282.0; [M-Boc+H]" = 238.0; [M-2 tBu+ H]" = 225.9,
[M-(Boc-tBu)+H]* = 182.0

Then the expected product was obtained by protocol B.

0.845 g (2.50 mmol) of (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-tert-butoxyphenyl)propanoic acid was
dissolved in a mixture of CH,CI, (4.5 mL) and CH3;CN (4.5 mL). 0.624 g (3.25 mmol) of EDC,
0.0.439 g (3.25 mmol) of HOBt, 1.79 ml (16.27 mmol) of NMM and 0.512 g (5.25 mmol) of
HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature overnight. The product
was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 99/1).

Aspect: yellow solid

Yield: 0.722 g, 76%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 90:10): R¢= 0.5

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH); 6.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH);
5.20 (d, J = 5.1 Hz, 1H, NHBoc); 4.93-4.81 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.56 (s,
3H, OCHy); 3.09 (s, 3H, NCHj3); 2.86 and 2.81-2.74 [AB part of ABX system (dd, J = 13.5 and 6.5 Hz,
1H) and (m, 1H), Av = 64.5 Hz, CH,,)]; 1.33 and 1.26 (2s, 18H, (CHs;); Boc and C(CHs)s).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 172.4 (NC=0); 155.1 (Cqa,), 154.1 (C=0Boc ); 131.6 (Cqa);
129.8, 124.0 (CHa/); 79.4, 78.2 (CQgoc and C(CHjz); ); 61.4 (CH¢y); 51.5 (OCHa); 38.4 (NCH,); 32.0
(CHyw); 28.8 and 18.3 ((CH3); Boc and C(CHg)s).).

191



Partie expérimentale

OJ< tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-tert-butoxyphenyl)methyl]-2-oxo-
>(O HN"S0 ethyl]carbamate®”’
~ 1 M = 321.19 g/mol
a b O
C1gH27NO,

55
The expected product was obtained by protocol C.
0640 g (1.68 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-tert-butoxyphenyl)methyl]-2-[methoxy
(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]carbamate 54 was dissolved in THF (18.7 mL). 1.50 mL of LiAIH; 1M
was added dropwise. The reaction was quenched with 1.27 eg. of KHSO, solution in water (6.80 mL).
The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH, 98/2).

Aspect: white powder

Yield: 0.361 g, 67%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.5

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 9.56 (s, 1H, CHO); 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH); 6.89 (d, J =
8.4 Hz, 2H, ArH); 5.17 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NHBoc); 4.38-4.30 (unresolved X part of ABX system, m,
1H, CHgy); 3.10-2.93 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 1.39 and 1.29 (2s, 18H,
(CHz)3Boc and C(CHs)3 ).

OJ< tert-butyl N-[(1S)-1-[(benzylamino)methyl]-2-(4-tert-
Xowi% p butoxyphenyl)ethyl]carbamate
~N M = 412.23 g /mol
a ° ¢ d C25H30N203

56
The expected product was obtained by protocol D.
0.340 g (1.06mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-tert-butoxyphenyl)methyl]-2-oxo-ethyl]carbamate 55
was dissolved in CH,Cl, (8.9 mL). 0.140 mL (1.27 mmol) of BnNH,, 0.538 g (3.18 mmol) of
NaBH(OAc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH, 96/4).

Aspect: yellow oil
Yield: 0.252 g, 58%
TLC: (CH.CIl,-MeOH, 95/5): R¢= 0.3
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'H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 7.33-7.20 (m, 5H, ArH); 7.14-6.98 (m, 2H, ArH); 6.91-6.82
(m, 2H, ArH); 4.98 (br s, 1H, NHBoc); 3.94-3.84 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,);
3.77 (AB system, J = 13.1 Hz, Av = 26.8 Hz, 2H, CHyq); 3.12-2.91 (unresolved AB part of ABX
system, m, 1H, CH,); 2.90-2.69 (unresolved AB part of ABX system, m, 3H, CH,) and one CHy);
1.41 and 1.32 (2s, 19H, (CHz):Boc and C(CHs); and NH).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), ¢ (ppm): 155.8 (C=0); 153.7 (Cqa); 139.0 (CHa,); 132.8 (Caa); 129.7
(CHa), 128.5 (Cqa); 127.2, 124.1 (CHay); 79.2 and 78.2 (Cdgoc); 53.2 (CHy); 51.0 (CHyg and
CHy)); 38.5 (CHy(), 28.8, 28.4 ((CHs)3).

LCMS (ESI*): [M+H]* = 413.1; [M-tBu+H]"* = 357.1

OJ< tert-butyl  N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-tert-
>(o HN"~O p butoxyphenyl)ethyl]carbamate
b’ T M = 437.27 g/mol
a ¢ INI d Ca26H35N303
57

The expected product was obtained by protocol E.

0.150 g (0.36 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[(benzylamino)methyl]-2-(4-tert-butoxyphenyl)
ethyl]carbamate 56 was dissolved in EtOH (1.68 mL). 0.091 g (1.09 mmol) of NaHCO; and 0.053 g
(0.50 mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight, diluted with 5 mL of water and
extracted twice with 5 mL of CH,Cl,. The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-
MeOH: 98/2).

Aspect: brown oil

Yield: 0.117g, 74%
TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95:5): R¢,= 0.9
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'H NMR (CD,Cl,, 300 MHz), & (ppm): 7.38-7.25 (m, 5H, ArH); 7.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH); 6.90
(d, J = 8.4 Hz, 2H, ArH); 4.65 (d, J = 9.0 Hz, 1H, NHBoc); 4.20 (AB system, J = 14.3 Hz, Av = 21.3
Hz, 2H, CHy)); 4.11-3.96 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CHy,); 3.02 (d, J = 6.1 Hz, 2H,
CHy); 2.75 (d, J = 6.6 Hz, 2H, CHy(); 1.43 and 1.32 (2s, 18H, (CHs)s Boc and (CH)s).

3C NMR (CD.Cl,, 75 MHz), & (ppm): 154.2 (C=0); 134.5, 131.5 (Cqa,); 129.6, 128.9, 128.7, 124.3
(CHar); 118.4 (CN); 79.8, 78.4 (Cq goc); 55.3 (CHyg); 53.2 (CHy(); 50.0 (CHg,); 37.6 (CHy), 28.8,
28.4 ((CHs)s).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 438.1; [M-tBu+H] * = 382.1; [M-Boc+H]" = 338.1

IR, v (cm™): 2976 (Csp” and Csp®); 2209 (CN).

CPLNO\ tert-butyl  (2S)-2-[methoxy(methyl)carbamoyl]piperidine-1-
NYO\ carboxylate
>(0 M = 272.17 g/mol
C13H2N,0,4
62

The expected product was obtained by protocol B.

1.000 g (4.36 mmol) of (2S)-1-tert-butoxycarbonylpiperidine-2-carboxylic acid was dissolved in a
mixture of CH,Cl, (7.0 mL) and CH3CN (7.0 mL). 1.090g (5.67 mmol) of EDC, 0.766 g (5.67 mmol)
of HOB, 3.12 ml (28.34 mmol) of NMM and 0.893 g (9.16 mmol) of HN(Me)OMe.HCI were used.
The mixture was stirred at room temperature over two days. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-EtOAc: 80/20).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.986 g, 83%

'H NMR (CDCl3, 300 MHz), ¢ (ppm): 5.18-4.87 (m, 1H, CHy,); 4.10-3.84 (m, 1H, CH,); 3.76 (s, 3H,
OCH,); 3.58-3.39 (m, 1H, CH,); 3.18 (s, 3H, NCH3); 2.01 (d, J = 15.0 Hz, 1H, CH,); 1.75-1.57 (m,
3H, CHy); 1.44 (s, 9H, (CHa)3 Boc); 1.34-1.20 (m, 2H, CH,).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 173.5 (NCO); 156.2 (C=0 Boc); 79.7 (Cq goc); 61.3 (OCHs);
50.8 (CH(y); 42.3 (CHy); 32.2 (NCH3); 29.7 (CHy,); 28.5 ((CHs)s Boc); 26.5 (CHy); 19.6 (CHy).
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LCMS (ESI): [M+H]* = 273.1; [M-Boc+H]* = 173.1

b
O)LH tert-butyl (2S)-2-formylpiperidine-1-carboxylate®”®
N__O —
¥ M = 213.14 g/mol
© C11H19NO;
63

The expected product was obtained by protocol C.

0.956 g (3.51 mmol) of tert-butyl (2S)-2-[methoxy(methyl)carbamoyl]piperidine-1-carboxylate 62 was
dissolved in THF (35.0 mL). 3.16 mL of LiAlH, 1M was added dropwise. The reaction was quenched
with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (12.7 mL). The product was purified by flash
chromatography (Cyclohexane-EtOAc: 80/20).

Aspect: white solid

Yield: 0.546 g, 73%

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 9.57 (s, 1H, CHO); 4.59-4.42 (m, 1H, CHy); 4.08-3.80 (m, 1H,
CH,); 3.02-2.78 (m, 1H, CH,); 2.22-2.10 (m, 1H, CH,); 1.78-1.53 (m, 3H, one CH,and CH,); 1.45 (s,
9H, (CH3); Boc); 1.29-1.15 (m, 2H, CH,).

3C NMR indicates the presence of two conformers

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 201.4 (C=0); 155.6 (C=0 Boc); 80.4 (Cq go); 60.8, 61.4
(CH); 43.1, 42.0 (CH,); 28.3 ((CH3); Bac); 24.7, 23.6, 20.9 (CHy).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 214.0; [M-Boc+H]" = 114.0

C/\ /\© tert-butyl (2S)-2-[(benzylamino)methyl]piperidine-1-
carboxylate

M = 304.21 g /mol
>T C1sH2sN,0,
64
The expected product was obtained by protocol D.
0.512 g (2.40 mmol) of tert-butyl (2S)-2-[methoxy(methyl)carbamoyl]piperidine-1-carboxylate 63 was
dissolved in CH,Cl, (16 mL). 0.315 mL (2.88 mmol) of BnNH, and 0.610 g (2.88 mmol) of
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NaBH(OACc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 99/1).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.453 g, 62%

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 7.37-7.20 (m, 5H, ArH); 4.45-4.32 (unresolved X part of ABX
system, m, 1H, CHy,); 4.02-3.87 (m, 1H, one CH,); 3.83 (AB system, d, J = 12.0 Hz, Av = 24.2 Hz,
1H, CHyg); 2.79 [AB part of ABX system(dd, J = 12.3 and 3.1 Hz, 1H) and (dd, J = 12.0 and 6.6 Hz,
1H), Av = 81.2 Hz, CHy]; 2.73-2.69 (m, 1H, one CH,); 1.76-1.53 (m, 6H, CH,); 1.44 (s, 9H, (CH3),
Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 155.5 (C=0); 140.4 (Cqa,); 128.3, 128.0, 126.9, 124.8 (CH,,);
79.4 (Cq goc); 53.4 (CHy@); 49.9 (CH(y)); 48.0 (CHy(); 39.3 (CHy); 28.5 ((CHs;); Boc); 26.7, 25.4, 19.3
(CHy).

LCMS (ESI): [M+H]" = 305.0

N
c
b lrLl d tert-butyl (2S)-2-[[benzyl(cyano)amino]methyl]piperidine-1-
G\j/\ /\© carboxylate
O>=O M = 329.21 g/mol
)T Ci19H27N30;
65

The expected product was obtained by protocol E.

0.168 g (0.55 mmol) of tert-butyl (2S)-2-[(benzylamino)methyl]piperidine-1-carboxylate 64 was
dissolved in EtOH (1.0 mL). 0.139 g (1.65 mmol) of NaHCOz;and 0.064 g (0.61 mmol) of BrCN were
added. The mixture was stirred overnight, diluted with 5 mL of water and extracted twice with 5 mL
of CH,CI,. The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 99/1).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.125 g, 69%

'H NMR (CD,Cly, 300 MHz), é (ppm): 7.45-7.30 (m, 5H, ArH); 4.60-4.42 (m, 1H, CHy,); 4.24 (s, 2H,
CHy); 4.02 (d, J = 12.2 Hz, 1H, one CH,); 3.40-2.85 [unresolved AB part of ABX system, (m, 1H)
and (m, 1H), CHy]; 2.70-2.53 (m, 1H, one CH,); 1.78-1.53 (m, 5H, CH,); 1.50 (s, 9H, (CH3)sBoc);
1.41-1.24 (m, 1H, one CH,).
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B3C NMR (CD,Cl,, 75 MHz), é(ppm): 155.0 (C=0); 134.7 (Cqa,); 128.9, 128.6 (CHy,); 118.2 (CN);
80.1 (Cq Boc); 54.5 (CHy(); 49.0 (CHy(); 46.5 (CHy); 39.3 (CHy); 28.5 ((CHs)s Boc); 25.8, 25.1, 19.0
(CH,).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 330.2; [M-Boc+H]" = 230.2
IR, v (cm™): 2977 (Csp? and Csp®); 2203 (CN).

OJ< tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-fluorophenyl)methyl]-2-
F HN” O [methoxy(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]carbamate
\Q\/N('?)‘/ M = 326.16 g/mol
a0 CasHzFN;0;

66
The expected product was obtained by protocol B.
1.000 g (3.53 mmol) of (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-fluorophenyl)propanoic acid was
dissolved in a mixture of CH,CI, (6.6 mL) and CH3;CN (6.6 mL). 0.880 g (4.59 mmol) of EDC, 0.702
g (459 mmol) of HOBt, 252 ml (22.94 mmol) of NMM and 0.723 g (7.41 mmol) of
HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature overnight. The product
was purified by flash chromatography (CH,Cl,-EtOAc: 95/5 then 90/10).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.810 g, 70%

TLC: (CH.Cl,-EtOAc, 90:10): R¢= 0.7

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), 6 (ppm): 7.18-7.09 (m, 2H, ArH); 7.02-6.90 (m, 2H, ArH); 5.28-5.17 (d,
J =12.1 Hz, 1H, NHBoc), 5.00-4.82 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.67 (s, 3H,
OCHy); 3.16 (s, 3H, NCHa); 2.87 [AB part of ABX system (dd, J = 12.2 and 6.3 Hz, 1H) and (dd, J =
12.1 and 6.6 Hz, 1H), Av = 60 Hz, CHy]; 1.38 (s, 9H, (CH3)3 Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), & (ppm): 172.0 (NC=0); 163.5, 160.2 (Cqc.r, Jor = 234 Hz); 155.1
(C=0Boc); 132.3 (Cga,); 131.0, 130.9, 115.3, 115.0 (CHa/); 79.6 (C( goc); 61.6 (OCH3); 51.5 (CHy));
38.1 (CHa); 32.0 (NCH;); 28.3 ((CH3); Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]*3=27.1 ; [M-tBu+H]" = 271.1;[M-Boc+H]"* = 227.1
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oJ< tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-fluorophenyl)methyl]-2-oxo-
F Hl}l/g o) ethyl]carbamate®”
~ M = 267.13 g/mol
abo
C4H1sFNO;3

67
The expected product was obtained by protocol C.
0.692 g (2.11 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-fluorophenyl)methyl]-2-[methoxy(methyl)amino]-2-
oxo-ethyl]carbamate 66 was dissolved in THF (16.2 mL). 1.90 mL of LiAIH, 1M was added dropwise.
The reaction was quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (9.0 mL). The product was
purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH, 95/5).

Aspect: white powder

Yield: 0.550 g, 97%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5): R;= 0.8

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 9.62 (s, 1H, CHO); 7.18-7.09 (m, 2H, ArH); 7.02-6.90 (m, 2H,
ArH); 5.19-5.08 (d, J = 6.2 Hz, 1H, NHBoc), 4.39 [X part of ABX system, ft, J = 6.0 Hz, 1H, CH,];
3.18-3.00 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 1.42 (s, 9H, (CH3);Boc).

3C NMR (CDCls;, 75 MHz), é (ppm): 199.2 (CHO); 163.5, 160.3 (Cqcr, Jor = 243.7 Hz); 155.3
(C=0Boc); 131.6 (Cqay); 130.9, 130.8, 115.4, 115.1 (CHa,); 80.3 (Cq goc); 60.8 (CH(y); 34.5 (CHym);
28.3 ((CH3); Boc).

LCMS (ESI*): [M-Boc+H]" = 168.1

No tert-butyl N-[(1S)-1-[(benzylamino)methyl]-2-(4-
F O=<N H fluorophenyl)ethyl]carbamate
\©va© M = 358.20 g /mol
abge d C21H27FN0O,

68
The expected product was obtained by protocol D.
0.550 g (2.06 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[(4-fluorophenyl)methyl]-2-oxo-ethyl]carbamate 67 was
dissolved in CH,Cl, (13.2 mL). 0.270 mL (2.467 mmol) of BnNH, and 1.310 g (6.17 mmol) of
NaBH(OAc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH, 95/5).
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Aspect: light yellow solid

Yield: 0.510 g, 70%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.4

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.38-7.22 (m, 5H, ArH); 7.16-7.08 (m, 2H, ArH); 7.01-6.89
(m, 2H, ArH); 4.74 (br s, 1H, NHBoc), 3.99-3.85 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,);
3.77 (AB system, J = 12.4 Hz, Av = 24 Hz, 2H, CHyq); 2.90-2.71 (unresolved AB part of ABX
system, m, 2H, CHy()); 2.71-2.54 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 2.10( br s, 1H,
NH); 1.41 (s, 9H, (CHj3)3 Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 163.2, 160.0 (Cdc.r, Jc..= 242.2 Hz); 155.6 (C=0); 139.9, 133.8
(Caar); 130.8, 130.7, 128.5, 128.2, 127.1, 115.3, 115.0 (CHa); 79.4 (CQ goc); 53.7 (CHyg); 51.4
(CH(); 51.2 (CHy(); 38.3 (CHz); 28.4 ((CHs)3 Boc).

LCMS (ESI™): [M+H]" = 359.0; [M-tBu+ H]" = 302.9; [M-Boc+H]" 259.0

tert-butyl N-[(1S)-1-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-2-(4-
F O:<NH |N| fluorophenyl)ethyl]carbamate
\Q\NN@ M = 383.20 g/mol
abe¢ d C22H26FN30,
69

The expected product was obtained by protocol E.

0.150 g (0.418 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-1-[(benzylamino)methyl]-2-(4-fluorophenyl)ethyl]
carbamate 68 was dissolved in EtOH (1.06 mL). 0.105 g (1.254 mmol) of NaHCO;and 0.049 g (0.460
mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight, diluted with 5.0 mL of water and

extracted three times with 5 mL of CH,Cl,. No further purification was performed.

Aspect: white solid

Yield: 0.150 g, 94%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.7

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 7.43-7.25 (m, 5H, ArH); 7.14-7.05 (m, 2H, ArH); 7.03-6.92
(m, 2H, ArH); 4.56 (d, J = 6.1Hz, 1H, NHBoc), 4.22 (AB system, J = 3.2Hz, Av = 21.8 Hz, 2H,
CHy(g)); 4.08-3.91 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.04 (d, J = 6.6 Hz, 2H, CHy();
2.79 (d,J =9.3Hz, 2H, CHy); 1.44 (s, 9H, (CH3); Boc).
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3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 163.4, 160.2 (Cdc.r, Jo¢= 243.1 Hz); 155.3 (C=0); 134.3, 132.4
(Cday); 130.6, 128.9, 128.7; 118.3 (CN); 115.7, 115.4 (CHa); 80.1 (Cq goc); 55.5 (CHyg); 53.0
(CHa(); 50.1 (CH); 37.5 (CHa); 28.3((CHs)s Boc).

LCMS (ESIY): [M+H]" = 384.1, [M-tBu+H]" = 328.1; [M-Boc+H]" = 284.1

OXL . a Ob‘N/ tert-butyl 3-[(2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-
PEINTA N [methoxy(methyl)amino]-3-oxo-propyl]indole-1-carboxylate®*

0]
HN\H/OK M= 447.24 g/mol
© CasHaaNOs

70
The expected product was obtained by protocol B.
150 g (3.58 mmol) of (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(1-tert-butoxycarbonylindol-3-yl)
propanoic acid was dissolved in a mixture of CH,Cl, (6.0 mL) and CH;CN (6.0 mL). 0.892 g (4.65
mmol) of EDC, 0.623 g (4.65 mmol) of HOBt, 2.60 mL (23.27 mmol) of NMM and 0.733 g (7.52
mmol) of HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature over three days.
The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-EtOAc: 80/20).

Aspect: white powder

Yield: 1.270g, 79%

'H NMR indicates the presence of two conformers

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.05 (d, J = 6.0 Hz, 1H, ArH); 7.47 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH);
7.36 (s, 1H, ArH,); 7.25-7.19 (m, 1H, ArH); 7.18-7.13 (m, 1H, ArH); 5.24-5.21 (m, 1H, NH Boc);
4.92 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CHy,); 3.63 (s, 3H, OCHj); 3.09 (s, 1H, NCH3); 3.08-
2.98 [unresolved AB part of ABX system (m, 1H) and (dd, J = 15.0 and 6.0 Hz, 1H), CH, »]; 1.35 and
1.33 (2s, 9H, (CHa); Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6(ppm): 172.2 (NCO); 155.2, 149.7 (C=0 Boc); 135.0, 130.7 (Cqa);
124.4, 124.0, 122.5, 120.3, 118.8 (CHp(); 115.6 (Cq ar); 115.2 (CHa); 83.5, 79.6 (C(CHs)3 Boc); 61.6
(OCHs); 50.5 (CH¢); 32.2 (NCHs3); 28.3, 28.2 ((CH3); Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 448.1
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o° 1 apyH tert-butyl 3-[(2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-oxo-
o)’\N : o) propyl]indole-1-carboxylate®*
HNYO% M = 388.20 g/mol
° CottsN;0
71

The expected product was obtained by protocol C.

1.240 g (2.78 mmol) of tert-butyl 3-[(2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-[methoxy(methyl)amino]-3-
oxo-propyl]indole-1-carboxylate 70 was dissolved in THF (30.0 mL). 2.50 mL of LiAIH, 1M was
added dropwise. The reaction was quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (10.9 mL). The
product was purified by flash chromatography (cyclohexane-EtOAc: 80/20).

Aspect: white solid

Yield: 0.788g, 73%

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 9.65 (s, 1H, CHO); 8.14 (d, J = 6.0 Hz, 1H, ArH); 7.57 (d, J =
9.0 Hz, 1H, ArH); 7.43 (s, 1H, ArHy); 7.36-7.23 (m, 2H, ArH); 5.21 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NH); 4.12-
4.46 (m, 1H, CH,)); 3.24 (d, J = 9.0 Hz, 2H, CHy); 1.67 (s, 9H, (CHs;); Boc); 1.45 (s, 9H, (CHs)s
Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 199.5 (CHO); 155.4, 149.5 (C=0 Boc); 135.4, 130.2 (Cqa);
124.7, 124.2, 122.7, 119.0, 115.3 (CHa,); 114.8 (Cqar); 83.9, 80.3 (CQgoc); 59.6 (CH(y); 28.2 (CH3),
Boc); 25.1 (CHy)).

LCMS (ESIY): [M+H]" = 389.0

tert-butyl 3-[(2S)-3-(benzylamino)-2-(tert-
6;\1 a HN" 4 butoxycarbonylamino)propyl]indole-1-carboxylate
NSNS M = 479.28 g /mol
° = LN % CasHsN;O,
o
72

The expected product was obtained by protocol D.
0.758 g (1.95 mmol) of tert-butyl 3-[(2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-oxo-propyl]indole-1-
carboxylate 71 was dissolved in CH,Cl, (13 mL). 0.265 mL (2.34 mmol) of BnNH, and 1.240 g (7.30

mmol) of NaBH(OAC); were used. The mixture was stirred over two days. The product was purified
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by flash chromatography (Cyclohexane-EtOAc: 60/40).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.858 g, 92%

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 8.15 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH); 7.64 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH);
7.40 (s, 1H, ArHy); 7.35-7.22 (m, 7H, ArH); 4.85 (m, 1H, NHg,); 4.12-4.98 (m, 1H, CH,); 3.77 (AB
system, d, J = 15.0 Hz, Av = 27 Hz, 2H, CH,); 3.10-2.96 and 2.86 [unresolved AB part ABX system
(m, 1H) and (dd, J = 15.0 and 6.0 Hz, 1H), CHy]; 2.78-2.63 (unresolved AB part of ABX system, m,
2H, CHy); 1.67 (s, 9H, (CH3); Boc); 1.44 (s, 9H, (CHs;); Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 155.8 ,149.7, 140.2 (C=0 Boc); 135.4, 130.9 (Cqa/); 128.4,
128.1, 127.0 (CHp); 124.4, 123.7, 122.6, 119.3 (CHay); 116.9 (Cqar); 115.2 (CHa); 83.5, 79.3 (Cq
Boc); 93.8 (CHy); 51.6 (CHy(); 50.1 (CH(p)); 29.7 (CHy); 28.4, 28.2 ((CHs); Boc).

LCMS (ESI):[M+H]" = 480.1

e

o__O tert-butyl 3-[(2S)-3-[benzyl(cyano)amino]-2-(tert-
d ¢ b\l// . .
N NH butoxycarbonylamino)propyl]indole-1-carboxylate
@||| a M= 504.27 g/mol

\

N
1N
>§ =0

(0]

73
The expected product was obtained by protocol E.
0.824g (1.72 mmol) of tert-butyl 3-[(2S)-3-(benzylamino)-2-(tert-butoxycarbonyl amino)

propyl]indole-1-carboxylate 72 was dissolved in EtOH (2.3 mL). 0.433g (5.16 mmol) of NaHCO; and
0.200 g (1.89 mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight, diluted with 20 mL of

Cu9H36N40,

water and extracted twice with 20 mL of CH,Cl,. The product was purified by flash chromatography
(CH2C|2-|\/|eOH: 99/1)

Aspect: yellow powder

Yield: 0.704 g, 81%

'H NMR (CD,Cl,, 300 MHz), é (ppm): 8.17 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH); 7.53 (d, J = 9.0 Hz, 1H, ArH);
7.40 (s, 1H, ArH,); 7.37-7.24 (m, 7TH, ArH); 4.65 (m, 1H, NHg,); 4.23 (AB system, d, J = 15.0 Hz, Av
= 27.0 Hz, 1H, CHyg); 4.17-4.07 (m, 1H, CHg); 3.11 (d, J = 6.0 Hz, 2H, CHyy); 2.92-2.85
(unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 1.68 (s, 9H, (CHs); Boc); 1.47 (s, 9H, (CHs)s
Boc).
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3C NMR (CD,Cl,, 75 MHz), é (ppm): 155.4, 149.5, 135.5 (C=0 Boc); 134.3, 130.3 (Cqa,); 128.9,
128.7 (CHa,); 124.7, 124.0, 122.7, 118.9(CHa,); 118.3 (CN); 115.5 (Cqa); 115.4 (CH,,); 83.7, 80.1
(Cq BOC); 55.4 (CHz(d)), 53.3 (CHZ(C)), 48.8 (CH(b)), 29.4 (CHg(a)), 28.4, 28.2 ((CH3)3 BOC)

LCMS (ESI*): [M+H]" = 505.0; [M-Boc+H]" = 405.0
IR, v (cm™): 2923 (Csp® and Csp®); 2209 (CN).

c tert-butyl (2S)-2-[methoxy(methyl)carbamoyl]pyrrolidine-1-
%/ O\”/N% a carboxylate®*
© AN O~ M = 258.16 g/mol
| C1zHz2N0,
74

The expected product was obtained by protocol B.

1.000 g (4.65 mmol) of N-Boc-L-proline was dissolved in a mixture of CH,Cl, (8.0 mL) and CH;CN
(8.0 mL). 1.160g (6.05 mmol) of EDC, 0.817 g (6.05 mmol) of HOBt, 3.3 ml (3.06 g, 30.22 mmol) of
NMM and 0.953 g (9.77mmol) of HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room
temperature over two days. The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-EtOAc:
80/20).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.715 g, 60%

'H NMR indicates the presence of two conformers

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm) : 4.62 [X part of ABX system, (dd, J = 8.6 and 3.4 Hz) and (dd,
J=8.6 and 4.1 Hz), Av = 42 Hz, 1H, CHy]; 3.75 and 3.69 (2s, 3H, OCHjs); 3.62-3.33 (m, 2H, CHy(y));
3.17 (s, 3H, NCHjy); 2.19-2.07 (m, 1H, CH,); 2.02-1.77 (m, 3H, CH, and one CH,); 1.43 and 1.38
(2s, 9H, (CHs3); Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm) : 173.8, 173.2 (NCO); 154.5, 153.9 (C=0 Boc); 79.5, 79.4 (Cq
Boc); 61.3, 61.2 (OCHs); 56.8, 56.5 (CHy); 46.8, 46.6 (CHy(); 32.3, 31.4 (NCHs); 30.5, 29.6 (CHy);
28.5 ((CH3); Boc); 27.7, 27.1 (CHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 259.1; [M-tBu+H]"=203.0; [M-Boc+H]" = 159.0
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C
% Osn/N a tert-butyl (2S)-2-formylpyrrolidine-1-carboxylate
b
o o n M = 199.12 g/mol

C10Hi7NO;
75

The expected product was obtained by protocol C.

0.670 g (2.59 mmol) of tert-butyl (2S)-2-[methoxy(methyl)carbamoyl]pyrrolidine-1-carboxylate 74
was dissolved in THF (2.59 mL). 2.33 mL of LiAIH; 1M was added dropwise. The reaction was
guenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (10.9 mL). The product was purified by flash
chromatography (Cyclohexane-EtOAc: 80/20).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.105 g, 20%

3C NMR indicates the presence of two conformers

3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 200.7, 200.4 (CHO); 154.2, 154.0 (C=O Boc); 80.6, 80.2
(Clioc); 65.0, 64.9 (CHp); 46.7 (CHa); 28.4 ((CHg)s BC); 28.0, 26.7 (CHy); 24.6, 24.0 (CHa).
LCMS (ESI*): [M-Boc+H]" = 100.9

o a o tert-butyl N-[(1S)-2-[methoxy(methyl)amino]-1-methyl-2-oxo-
>Lo JLN J\(ll]\ ethyl]-N-methyl-carbamate
| bg M = 246.16 g/mol
- CuHzN;0;

76
The expected product was obtained by protocol B.
1.19 g (5.9 mmol) of (2S)-2-[tert-butoxycarbonyl(methyl)amino]propanoic acid was dissolved in a
mixture of CH,CI, (4.2 mL) and CH;CN (4.2 mL). 1.400 g (7.54 mmol) of EDC, 1.20 g (7.54 mmol)
of HOBLt, 4.2 mL (38.35 mmol) of NMM and 1.200 g (12.39 mmol) of HN(Me)OMe.HCI were used.
The mixture was stirred at room temperature overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 98/2).

Aspect: yelllow oil

Yield: 1.10 g, 76%

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.
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'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 5.17 and 4.87 (2 br s, 1H, CH,); 3.70 and 3.66 (2s, 3H, OCHs):
3.15 (s, 3H, NCHj3); 2.82 (s, 3H, CHay); 1.42 (s, 9H, (CH3); Boc); 1.28 and 1.26 (2s, 3H, CHay).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

13C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 173.3, 172.9 (NC=0); 155.8, 155.2 (C=0 Boc): 80.1, 79.7 (Cq
Boc); 61.4, 61.3 (OCHg); 51.6, 49.9 (CHy); 32.4, 32.1 (NCHj3); 29.8 (CHs()); 28.4 ((CHs;); Boc); 14.6
(CHa).

LCMS (ESIM): [M+H]" = 247.1, [M-Boc+H]" = 147.1

a
0
>Lo )J\N %fH tert-butyl N-methyl-N-[(1S)-1-methyl-2-oxo-ethyl]carbamate
I bgo M = 187.12 g/mol
! CsHi7NO;

77
The expected product was obtained by protocol C.
110 g (446 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-2-[methoxy(methyl)amino]-1-methyl-2-oxo-ethyl]-N-
methyl-carbamate 76 was dissolved in THF (34.2 mL). 4.00 mL of LiAIH, 1M was added dropwise.
The reaction was quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (18.9 mL). The product was
purified by flash chromatography (CH,CI,-EtOAc, gradient 1 to 5%).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.150 g, 20%

TLC: (CH,CI,-EtOAc, 95:5): Ry= 0.7

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), 4 (ppm): 9.61 (s, 1H, CHO); 4.24 and 3.82 (2 br s, 1H, CHy); 2.96 and
2.87 (2s, 3H, CHgy); 1.46 (br s, 9H, (CHs;); Boc); 1.34 and 1.32 (2s, 3H, CHgy).

3C NMR indicates the presence of 2 conformers

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 200.0, 199.4 (CHO); 155.8, 154.9 (C=0 Boc); 81.1, 80.5 (Cq
Boc); 62.9, 61.4 (CHy); 33.7, 32.4 (CHy); 28.3 ((CH3)z Boc); 11.9, 11.0 (CHa).

LCMS (ESI): [M+H]" = 188.0; [M-tBu, H]"= 132.0
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a tert-butyl N-[(1S)-2-(benzylamino)-1-methyl-ethyl]-N-methyl-
>L JOI\ L/Hp carbamate
O~ °N N
| bec g M = 278.39 g/mol
! CisH2sN20;
78

The expected product was obtained by protocol D.

0.150 g (0.797 mmol) of tert-butyl N-methyl-N-[(1S)-1-methyl-2-oxo-ethyl]carbamate 77 was
dissolved in CH,Cl, (5.12 mL). 0.104 mL (0.956 mmol) of BnNH; and 0.506 g (2.39 mmol) of
NaBH(OAc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 95/5).

Aspect: orange oil

Yield: 0.117 g, 53%

TLC: (CH,Cl,-MeOH: 90:10): R¢= 0.4

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.37-7.17 (m, 5H, ArH); 4.57-4.16 (m, 1H, CHg,); 3.79 (AB
system, J = 14.0 Hz, Av = 39 Hz, 2H, CHy(); 2.74-2.60 (m, 4H, CH;(y and one CHy); 2.55 (dd, J =
12.0 and 5.2 Hz, 1H, one CH,); 1.80 (br s, 1H, NH); 1.46 (s, 9H, (CHs); Boc); 1.08 and 1.06 (2s, 3H,
CHs).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 156.2 (C=0); 140.2 (Cqa,); 128.4, 128.1, 126.9 (CHp,); 79.4
(Cq goc); 53.3 (CHyg); 51.6 (CHy(); 50.7, 49.2 (CH¢,y); 40.7 (CHgpy); 28.5, 27.5 ((CHs); Boc); 16.2
(CHs).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 279.2; [M-tBu+H]" = 223.1; [M-Boc+H]" = 179.2

N
Q p tert-butyl N-[(1S)-2-[benzyl(cyano)amino]-1-methyl-ethyl]-N-
Sl Aon

| bec ¢ methyl-carbamate
1 M = 303.19 g/mol
& CirHasN:0;

The expected product was obtained by protocol E.

0.117 g (0.420 mmol) of tert-butyl N-[(1S)-2-(benzylamino)-1-methyl-ethyl]-N-methyl-carbamate 78
was dissolved in EtOH (0.56 mL). 0.105 g (1.254 mmol) of NaHCO; and 0.049 g (0.460 mmol) of
BrCN were added. The mixture was stirred overnight, diluted with 5.0 mL of water and extracted

three times with 5 mL of CH,CI,. No further purification was performed.
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Aspect: colorless oil

Yield: 0.093 g, 73%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.7

'H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 7.47-7.24 (m, 5H, ArH); 4.65-4.13 (m, 3H, CH, and CHyy);
3.21-2.78 (m, 2H, CHy); 2.74 (s, 3H, CHsy); 1.52 (s, 9H, (CH3); Boc); 1.10 and 1.08 (2s, 3H,
CHs).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 156.1 (C=0); 134.5 (Cqa,); 128.9, 128.7, 128.6, 127.8 (CHa));
118.1 (CN); 80.0 (Cq goc); 54.4 (CHyq); 52.5, 52.2 (CHy); 49.4, 47.1 (CH(y,); 43.6 (CHs(); 28.5,
28.3 ((CH3); Boc); 15.33 (CHs).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 304.1; [M-Boc+H]" = 204.1

M = 199.12 g/mol
C10H17NO3

c
% OYN a tert-butyl (2S)-2-formylpyrrolidine-1-carboxylate
o b
O~ "H

75
The expected product was obtained by protocol C.
0.670 g (2.59 mmol) of tert-butyl (2S)-2-[methoxy(methyl)carbamoyl]pyrrolidine-1-carboxylate 79
was dissolved in THF (2.59 mL). 2.33 mL of LiAlH, 1M was added dropwise. The reaction was
quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (10.9 mL). The product was purified by flash
chromatography (Cyclohexane-EtOAc: 80/20).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.105 g, 20%

'H NMR indicates the presence of two conformers

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm) : 9.54, 9.45 (2s, 1H, CHO); 4.26-4.18 (unresolved X part of
ABX system, m, 1H, CHy); 3.58-3.35 (m, 2H, CHy)); 2.17-1.94 (m, 2H, CH,); 1.87 (AB system, ft, J
= 6.0 Hz, 2H, CH,g); 1.46, 1.41 (2s, 9H, ((CH3); Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers

C NMR (CDCl;, 75 MHz), ¢ (ppm): 200.7, 200.4 (CHO); 154.2, 154.0 (C=0 Boc); 80.6, 80.2
(COgoo); 65.0, 64.9 (CH(y); 46.7 (CHy(); 28.4 ((CHs)s Boc); 28.0, 26.7 (CHy); 24.6, 24.0 (CHy).
LCMS (ESI"): [M-Boc+H]" = 100.9
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a ¢
O\/N/_\N\/@ 1,3-dibenzylimidazolidin-2-imine hydrochloride

b WJH d M = 265.16, 301.13 g/mol
Hel CyHiNa.HCI

Melting point; 235.7°C
81 gp

The expected product was obtained by protocol F.
0.100 g (0.273 mmol) of tert-butyl N-benzyl-N-[2-[benzyl(cyano)amino]ethyl]carbamate 95 was
dissolved in 3M HCl/dioxane (2.35 mL). The mixture was stirred at room temperature overnight. The

crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 90/10).

Aspect: white powder
Yield: 0.042 g, 51%
TLC: (CH,Cl,-MeOH, 90:10): R¢= 0.1
'"H NMR (CD;0OD, 300 MHz), ¢ (ppm): 7.45-7.30 (m, 10 H, ArH); 4.62 (s, 4H, CHyp) and CHyg);
3.54 (s, 4H, CHy) and CHy)).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 157.4 (C=N); 134.3 (Cqa,); 128.8, 128.0, 127.5 (CHy,); 48.4
(CHyq)) and (CHay); 45.2 (CHy and CHy).
LCMS (ESIM): [M+H]" = 266.2
HPLC: C, column: t(R) = 10.9 min, purity > 99%
Cigcolumn: t(R) = 18.3 min, purity > 99%

o 4 N-benzyl-2-(benzylamino)acetamide
N J\/NQ M= 254.14, 290.12 g/mol
@H HCI C16H1sN,0. HCI
84
To a solution of 2.73 mL (25 mmol) of Bn-NH, and 7.00 mL of EtzN (50 mmol, 2 eq) in EtOAc (140
mL) at 0°C, 2.18 mL of 2-bromoacetyl bromide (25 mmol) was added dropwise. The solution was
stirred until room temperature during an h and 0.273 mL of Bn-NH,, one more equivalent of Et;N
(3.50 mL, 25 mmol) and 1.120 g ( 7.5 mml, 0.3 eq.) of Nal were added. The mixture stirred at room
temperature for 2 days. The solution was filtered and evaporated in vacuo. The crude product was
triturated with a solution EtOAc/ HCI 1M, filtered and washed with EtOAc.

Aspect: light yellow solid.
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Yield: 3.260 g, 45%.

TLC: (CH,CIl,-MeOH: 95/5): Rf=0.50

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 7.36-7.19 (m, 10H, ArH); 7.36-7.22 (m, 5H, ArH); 4.43 (s,
2H, CHy); 4.26 (S, 2H, CHyz); 3.83 (S, 2H, CHy).

3C NMR (CD50D, 75 MHz), é (ppm): 164.6 (C=0); 137.9, 130.7 (Cqa); 129.8, 129.5, 128.9, 128.2,
127.4, 127.1 (CHy); 50.7 (CH,), 42.8 (CH,).

O a
>L OJ\N/\[r OH 2-[benzyl(tert-butoxycarbonyl)amino]acetic acid**
©/ b © M = 265.13 g/mol
Ci14H1gNO4
91 Melting point: 107.3°C

The expected product was obtained by protocol G.

0.411 g (17.1 mmol) of NaH, 0.500 g (2.85 mmol) of 2-(tert-butoxycarbonylamino)acetic acid 90 in
dry THF (45.5 mL), 2.03 mL (17.1 mmol) of bromomethylbenzene, 0.128 g (0.855 mmol) of Nal
were added. The mixture was stirred at 0°C for 30 minutes and at room temperature for 48 h. No

further purification was performed.

Aspect: yellow solid

Yield: 0.680 g, 90%

TLC: (CH.,Cl,-MeOH, 85/15): R¢= 0.5

'H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 8.63 (br s, 1H, COOH); 7.39-7.20 (m, 5H, ArH); 4.54 (d, J =
12 Hz, 2H, CHy); 3.76 (d, J = 27 Hz, 2H, CHy) 1.49 (s, 9H, (CHa); Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers

B3C NMR (CDCls, 75 MHz), é(ppm): 175.6, 175.1 (COOH); 155.1 (Cqa), 156.1, 155.6 (C=0 Boc);
137.2, 137.1 (Cqa,); 128.7, 128.1, 127.6 (CHa,); 81.2, 80.9 (Cq goc); 51.6, 50.9 (CH¢y); 47.6 (CHy();
28.3 ((CH3)s Boc).
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-
>L OJOLN /a\n/(li)l\ tert-butyl N-benzyl-N-[2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxo-
b O ethyl]carbamate®*®
©) M =308.17 g/mol
92 C16H24N204

The expected product was obtained by protocol B.

0.900 g (3.39 mmol) of 2-[benzyl(tert-butoxycarbonyl)amino]acetic acid 91 was dissolved in a
mixture of CH,Cl, (6.1 mL) and CHsCN (6.1 mL). 0.845 g (4.41 mmol) of EDC, 0.595 g (4.41
mmol) of HOBt, 2.40 mL (7.12 mmol) of NMM and 0.694 g (7.12 mmol) of HN(Me)OMe.HCI were
used. The mixture was stirred at room temperature overnight. The product was purified by flash
chromatography [CH,CI, then (DCM-MeOH: 98/2)].

Aspect: yellow solid

Yield: 0.754 g, 72%

TLC: (CH,CIl,-MeQOH, 90/10): R¢= 0.8

'H NMR indicates the presence of two conformers

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm) : 7.32-7.16 (m, 5H, ArH); 4.51 (d, J = 9.8 Hz, 2H, CHa,); 4.06
(s, 1H, one CHy); 3.92 (d, J = 14.1 Hz,2H, CHy); 3.58 and 3.53 (2s, 3H, OCHs); 3.11 (s, 3H,
NCH,); 1.42 (s, 9H, (CH3); Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm) : 170.2, 170.0 (NC=0); 156.0, 155.94 (C=0 Boc); 138.0, 137.8
(Cda); 128.5, 128.0, 127.4, 127.0 (CHa,); 80.2, 80.0 (Cq soc); 61.2, 61.1 (OCH); 51.5, 50.8 (CHa));
46.9, 46.7 (CHy); 32.5, 32.2 (NCHs); 29.3 ((CHs3)s Boc).

O a
>LOJJ\N/\H/H tert-butyl N-benzyl-N-(2-oxoethyl)carbamate®**
b © M = 249.14 g/mol

©) C14H19N03
93
The expected product was obtained by protocol C.
0.730 g (0.760 mmol) of tert-butyl N-benzyl-N-[2-[methoxy(methyl)amino]-2-oxo-ethyl]carbamate 92
was dissolved in THF (26.4 mL). 2.10 mL of LiAIH, 1M was added dropwise. The reaction quenched

with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (9.6 mL). The product was purified by flash chromatography
(CH.CL).
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Aspect: colorless oil

Yield: 0.215¢g, 34%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 97:3): Rf= 0.6

'H NMR indicates the presence of two conformers

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 9.47 and 9.41 (2s, 1H, CHO); 7.35-7.20 (m, 5H, ArH); 4.52 (d,
J=13.6 Hz, 2H, CHa); 3.78 (d, J = 42.3 Hz, 2H, CHag); 1.49 and 1.47 (25, 9H, (CHs)s Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 198.8 (CHO); 155.8, 155.4 (C=0OBoc); 137.3, 137.2 (Cqa,);
128.8, 128.1, 127.7, 127.6 (CHa,); 81.0 (Cq goc); 56.4 (CH); 52.0, 51.5 (CHy); 28.3, 28.2 ((CHa)s
Boc).

O a
H
J N tert-butyl N-benzyl-N-[2-(benzylamino)ethyl]carbamate®*®
0" N
c d M = 340.22 g/mol

CZlHZBNZOZ

b

94
The expected product was obtained by protocol D.
0.200 g (0.76 mmol) of tert-butyl N-benzyl-N-(2-oxoethyl)carbamate 93 was dissolved in CH,CI, (5.6
mL). 0.100 mL (0.91 mmol) of BnNH,, 0.386 g (2.27 mmol) of NaBH(OACc); were used. The mixture
was stirred overnight. The product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH, 98/2).

Aspect: yellow oil

Yield: 0.166 g, 64%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 98/2): R= 0.4

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.36-7.24 (m, 10H, ArH); 4.44 (br s, 2H, CHyq); 3.79 (br s,
2H, CHy); 3.46-3.21 (M, 2H, CHy); 2.90 (br s, 1H, NH); 2.79 (m, 2H, CH,); 1.47 (S, 9H, (CHs);
Boc).

3C NMR (CDCl3, 75 MHz), é (ppm): 156.1 (C=0); 139.2, 138.4 (Cqa,); 128.5, 128.5, 128.3, 127.2
(CHa); 80.0 (Cq goc); 53.3 (CHayq); 51.3 (CHy)); 47.1 (CHy); 46.3 (CHa), 28.4 ((CHs); Boc).
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N
>L j\ a m@ tert-butyl N-benzyl-N-[2-[benzyl(cyano)amino]ethyl]carbamate
0" N

c d M = 365.21 g/mol
@2 b CasHzNO,

95
The expected product was obtained by protocol E.
0.150 g (0.44 mmol) of tert-butyl N-benzyl-N-[2-(benzylamino)ethyl]carbamate 94 was dissolved in
EtOH (2.0 mL). 0.122 g (1.45 mmol) of NaHCO3 and 0.06 g (0.52 mmol) of BrCN were added. The
mixture was stirred overnight, diluted with 5 mL of water and extracted twice with 5 mL of CH,ClI.,.
Combined organic layers were dried over MgSQ,.

Aspect: colorless oil

Yield: 0.111g, 69%

TLC: (CH.Cl,-MeOH, 98/2): R¢= 0.7

'H NMR (CDCl,, 300 MHz), & (ppm): 7.41-7.18 (m, 10H, ArH); 4.45 (s, 2H, CHa); 4.24-4.07 (m,
2H, CHyy); 3.48-3.30 (M, 2H, CHy); 3.18-2.90 (M, 2H, CHayy); 1.49 (s, 9H, (CH3);Boc).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 336.2; [M-Boc+H]" = 226.2

4 O tert-butyl 3-(methylcarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
@CPkN/ carboxylate
NHBSE M = 290.16 g/mol
f C1sH22N;0;

98
The expected product was obtained by protocol B.
0.300 g (1.08 mmol) of (3S)-2-[tert-butoxy)carbonyl]1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid
11 was dissolved in a mixture of CH,Cl, (1.98 mL) and CHsCN (1.98 mL). 0.269¢g (1.40 mmol) of
EDC, 0.189 g (1.40 mmol) of HOBt, 0.24 mL (0.219 g, 2.10 mmol) of NMM and 0.19 mL (2.27
mmol) of MeNH, were used. The mixture was stirred at room temperature over two days. The product
was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 97/2)

Aspect: white powder

Yield: 0.180g, 56%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 98/2): R¢= 0.4

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 7.23-7.07 (m, 4H, ArH); 5.86 (s br, 1H, NH); 4.90-4.32 (m,
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3H, CHyp and CHyy), 3.40-2.93 [unresolved AB part of ABX system (m, 2H, CHy)]; 2.64 (d, J=6.1
Hz, 3H, CH,); 1.46 (s, 9H, (CHs) Boc).

13C NMR (CDCls, 75 MHz), é(ppm): 171.7 (CONH); 155.2 (C=0 Boc); 133.8 (Cga,); 127.9, 127.5,
126.7, 125.9 (CH,); 81.1 (Cq Boc); 56.7 (CHaq); 53.1 (CHap); 44.4 (CHy); 31.9, 30.5 (CHa); 28.3
((CHs); Boc).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 291.1; [M-Boc+H]"* = 191.1

a
©i/\b(lLN/ 2-cyano-N-methyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxamide
H
N\\\N M = 215.10 g/mol
f CizHisNzO
99

The expected product was obtained by protocol E.

50 mg (0.22 mmol) of tert-butyl 3-(methylcarbamoyl)-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 98
was dissolved in EtOH (1.1 mL). 55 mg (0.66 mmol) of NaHCO; and 26 mg (0.24 mmol) of BrCN
were added. The mixture was stirred over night, diluted with 10 mL of water and extracted twice with

20 mL of CH,CI,. No further purification was performed.

Aspect: yellow oil
Yield: 0.060 g, quantitative
LCMS (ESIM): [M+H]" = 216.1

a bo methyl 1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin -3-carboxylate hydrochloride
O/
NH M =191.09, 227.07 g/mol
¢ el C11H13sNO,.HCI
101

To a solution of 2.19 mL SOCI, (12.5 mmol, 5.4 eq) in MeOH (5.0 mL) at 0°C, 0.400 g of 1,2,3,4-
tetrahydroisoquinolin-3-carboxylic acid (2.25 mmol) was added portionwise. The mixture was stirred
at room temperature overnight. The solvent was removed in vacuum . No further purification was

performed.
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Aspect: with powder

Yield: 0.468 g, 91%

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 7.39-7.18 (m, 4H, ArH); 4.25 (X part of ABX system, q, J =
5.8 Hz, 1H, CH,); 4.49 (s, 1H, CHyp); 3.92 (s, 3H, OCHy); 3.35 [AB system (dd, J = 17.5 and 5.8
Hz) and (dd, J = 11.9 and 17.6 Hz), Av = 74.6 Hz, CHa)]

LCMS (ESIM): [M+H]" = 190.1

@C(?LO _ methyl 2-cyano-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxylate
N M = 216.09 g/mol
\\\N Ci,H1,N,0,

102

The expected product was obtained by protocol E.

0.350g (01.53 mmol) of methyl 1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin -3-carboxylate hydrochloride 101 was
dissolved in EtOH (7.7 mL). 0.426 mg (5.07 mmol) of NaHCO; and 0.179 mg (1.69 mmol) of BrCN
were added. The mixture was stirred over night, diluted with 10 mL of water and extracted twice with
20 mL of CH,CI,. No further purification was performed.

Aspect: yellow oil
Yield: 0.369 g, quantitative
LCMS (ESI"): [M+H]" = 217.1

N-benzylpyrazole-1-carboxamidine

H
6 /N\N N
— H M = 211.10 g/mol

5 4
C12H11N4
107

To a solution of imino(1H-pyrazol-1-yl)methanamine hydrochloride (0.100 mg, 0.682 mmol) in DMF
(3.14 mL), 0.433 g of K,CO; (3.14 mmol, 4.6 eq.), 0.116 g of Bromobenzylamine (0.682 mmol, 1leq)
were added. The mixture was stirred at room temperature overnight. The solvent was evaporated in

vaccum. Flash cromathographie was performed. (CH,Cl,-MeOH, 93:7).

Aspect: brown oil
Yield: 44 mg, 32%
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TLC: (CH,Cl,-meOH, 90/10) : Ry= 0.3

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 8.36 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Ha); 7.59 (d, J = 1.4 Hz, 1H, Hy); 7.42-
7.24 (m, 5H, Ha,); 6.40 (dd, 1H, J = 2.6 and 1.6 Hz, Hs); 4.47 (s, 2H, CH.,).

13C NMR (CDCl,, 75 MHz), o(ppm): 140.8 (C.); 138.3 (C=N); 128.7 (Ca,); 128.4 (Cqa,); 127.4 (Ce);
127.3 (Cay); 107.9 (Cs), 47.1 (CHy).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 212.1

@)
a
@”\ OH (3R)-2-tert-butoxycarbonyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-
N__O carboxylic acid
hd
. o\{/ M = 277.13 g/mol
CisH19sNO,
112

The expected product was obtained by protocol A.
1.0 g (5.64 mmol) of D-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid was dissolved in H,O (3.0
mL) and dioxane (3.0 mL). Et;N (1.7 g, 16.92 mmol) and Boc,0 (1.35 g, 6.21 mmol) were used.

Aspect: white powder

Yield: 1.343 g, 86%

TLC: (CH,Cl,-EtOAc, 95:5) : R¢= 0.4

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 7.21-7.12 (m, 4H, ArH); 5.09 and 4.77-4.65 [X part of ABX
system (s, 0.5 H) and (m, 0.5 H), CH,]; 4.78-4.71 and 4.46 [AB system (m, 1H) and (dd, J = 18.0
and 9.0 Hz, 1H), CHy]; 3.29-3.11 [unresolved AB part of ABX system (m, 2H, CH,)]; 1.52 and
1.42 (2s, 9H, (CHa3); Boc).

O
. b»*‘ [lj_o tert-butyl (3R)-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-
@3\‘\?0 ' isoquinoline-2-carboxylate
f O\{/ M = 320.17 g/mol
C17H24N204
113

The expected product was obtained by protocol B.

1.34 g (4.84 mmol) of (3R)-2-tert-butoxycarbonyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxylic acid
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112 was dissolved in a mixture of CH,Cl, (9.1 mL) and CHsCN (9.1 mL). 1.21 g (6.29 mmol) of
EDC, 0.96 g (6.29 mmol) of HOBt, 3.22 g (31.48 mmol) of NMM and 0.99 g (10.2 mmol) of
HN(Me)OMe.HCI were used. The mixture was stirred at room temperature over 24 h. The product
was purified by flash chromatography (CH,Cl,-EtOAc, 90/10).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.514 g, 33%

TLC: (CH,CI,-EtOAC, 90:10) : R¢=0.3

'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 7.21-7.15 (m, 4H, ArH); 5.24 and 4.87 [X part of ABX system
(ft, J = 6.0 Hz, 0.5H) and (ft, J = 6.0 Hz, 0.5H), CHy]; 4.70 and 4.69 [(AB system, J = 16.5 Hz, Av =
34.5 Hz, 1H) and (AB system, J = 15.0 Hz, Av = 123 Hz, 1H), CHyy]; 3.85 and 3.78 (2s, 3H, O-
CH,); 3.19 and 3.16 (2s, 3H, N-CHj); 3.19-2.94 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy,));
1.51 and 1.46 (2s, 9H, (CHs); Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), ¢ (ppm): 173.0, 172.5 (NC=0); 155.3, 154.7 (C=0 Boc); 135.5, 134.5,
133.0, 132.1 (Cqa); 127.9, 127.3, 127.0, 126.8, 126.7, 126.0, 125.8 (CHa,); 80.4, 80.2 (CQgoc); 61.5,
61.3 (O-CHjy); 60.4 (N-CHs) ; 52.8 (CHyyy), 50.7(CHyr); 31.2, 31.0 (CHy); 28.5 ((CH3); Boc).
LCMS (ESI"): [M+H]"=321.1; [M-Boc+H]" = 221.1

o
a
@ﬁ»\l H tert-butyl (3R)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
N__O M = 261.14 g/mol
hd
f O\{/ Ci5H1oNO;
114

The expected product was obtained by protocol C.

0.514 g (1.6 mmol) of tert-butyl (3R)-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-
2-carboxylate 113 was dissolved in THF (12.2 mL). 1.44 mL of LiAIH, (1.44 mmol) were added
dropwise. The reaction was quenched with 1.27 eq. of KHSO, solution in water (10.4 mL). The
product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-EtOAc: 99/1).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.281 g, 67%
TLC: (CH,CI,-EtOAC, 99:1) : R¢=0.3
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'H NMR indicates the presence of 2 conformers.

'"H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 9.53 and 9.48 (2s, 1H, CHO); 7.26-7.03 (m, 4H, ArH); 4.84
[(unresolved X part of ABX system, m, 0.5H, CH,); 4.73-4.51 (unresolved AB system, m, 2H,
CHy); 4.47 (unresolved X part of ABX system, m, 0.5H, CH,); 3.27-3.12 (unresolved AB part of
ABX system, m, 2H, CHy); 1.54 and 1.47 (2s, 9H, (CH;); Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 (ppm): 201.1, 200.4 (CHO); 155.5, 154.7 (C=0 Boc); 134.1, 133.0,
132.3,131.9 (Cqa); 128.4, 127.7,127.3, 127.1, 126.4, 126.2 (CHa;); 81.2, 81.00 (Cq Boc); 60.4, 59.1
(CHaqy); 45.0, 44.3 (CHyp); 29.3 (CHy); 28.3 ((CHs); Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 262.2 ; [M-tBu, H]" = 206.0 ; [M-Boc+H]" = 162.1

a ¢
b d
@@M\\N/\@ tert-butyl (3R)-3-[(benzylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-
N 8 isoquinoline-2-carboxylate
&

%/ M = 352.22 g /mol

Ca2H25N-0;
115

The expected product was obtained by protocol D.

0.256 g (1.08 mmol) of tert-butyl (3R)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 114 was
dissolved in CH,CIl, (6.9 mL). 0.128 mL (1.29 mmol) of BnNH, and 0.624 g (3.23 mmol) of
NaBH(OACc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 9.9/0.1, then 9.8/0.2).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.183 g, 48%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 97/3) : R¢= 0.3

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 7.29-7.11 (m, 9H, ArH); 4.77-4.45 (m, 2H, CHyp); 4.25, 4.19
(2s, 1H, CHy)); 3.78 [AB system, J = 15.0 Hz, Av = 21 Hz, 2H, CH,); 3.07 and 2.81 [AB part of
ABX system (dd, J = 21.0 and 6.0 Hz, 1H) and (dd, J = 15.0 and 3.0 Hz, 1H), Av = 81 Hz, CH,];
2.68 and 2.52 [AB part of ABX system (dd, J = 12.0 and 9.0 Hz, 1H) and (dd, J = 12.0 and 9.0 Hz,
1H), Av = 48 Hz, CH,]; 1.50 (1s, 9H, (CH3); Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz),  (ppm): 155.4 (C=0); 140.4, 132.9, 129.1 (Cq ); 128.3, 127.9, 126.8,
126.5, 126.1 (CHay); 79.9 (Cq goc); 50.1 (CHay); 48.4 (CHyy); 43.1 (CHy and CHy); 31.32 (CHy);
28.5 ((CHs); Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 353.3; [M-tBu, H]" = 297.2
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tert-butyl  (3R)-3-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-

b“‘\\N
@3\1 o/\© isoquinoline-2-carboxylate
f \g M = 377,21 g/mol
\{/ C23H27N302
116
The expected product was obtained by protocol E.
0.154 g (0.437 mmol) of tert-butyl (3R)-3-[(benzylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate 115 was dissolved in EtOH (0.64 mL). 0.110 g (1.31 mmol) of NaHCOs and 0.05 g (0.48

mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred over night, diluted with 10 mL of water and

extracted twice with 20 mL of CH,Cl,. No further purification was performed.

Aspect: white powder

Yield: 0.175 g, quantitative

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 97/3): R¢= 0.9

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.36-7.10 (m, 9H, ArH); 4.85-4.70 (unresolved AB system, m,
2H, CHyp); 4.43-4.18 (m, 3H, CH,y and CHyq); 3.16-2.99 (unresolved AB part of ABX system, m,
2H, CHy(); 2.80-2.64 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CH); 1.57 (s, 9H, (CH3); Boc).
3C NMR indicates the presence of 2 conformers.

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 155.3, 154.6 (C=0); 134.6, 132.6, 132.2, 131.5 (Cqa,); 129.1,
128.9, 128.7, 126.9, 126.7, 126.4 (CHp,); 118.2, 117.7 (CN); 80.6 (Cq Boc); 56.2, 54.6 (CH); 51.5,
51.1 (CHy); 48.70, 46.2 (CHyp); 45.4, 43.0 (CHy); 30.8, 29.6 (CHy(); 28.50 ((CHs)s Boc).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 378.3; [M-Boc+H]" = 278.2

IR, v (cm™): 2924 (Csp? and Csp®); 2200 (CN); 1695 (C=0).

a p. (10aR)-2-benzyl-1,5,10,10a-tetrahydroimidazo[1,5-b]isoquinolin-3-
@-"‘\N d imine hydrochloride
N—( M = 277.16, 313,82 g/mol
£ NA CisH1oN3.HCI
HCI 181 1191N3.
Melting point: 197.0°C
117

The expected product was obtained by protocol F.

0.143 g (0.379 mmol) of tert-butyl (3R)-3-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 116 was dissolved in 3M HCl/dioxane (4.6 mL). The mixture was stirred
at room temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography
(CH,Cl,-MeOH: 94/6).
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Aspect: white powder
Yield: 0.093 g, 88%
TLC: (CH,Cl,-MeOH, 94:6): R¢=0.3
'H NMR (CDCls;, 300 MHz), é (ppm): 7.43-7.36 (m, 5H, ArH); 7.26-7.18 (m, 4H, ArH); 4.88-4.54
(m, 4H, CHy(q) and CHyp); 4.11-4.01 (unresolved X part of ABX system, 1H, CH,); 3.61 [AB part of
ABX system (t, J = 9.0 Hz, 1H) and (t, J = 9.0 Hz, 1H), Av = 147 Hz, CHyy]; 2.93 [AB part of ABX
system (dd, J = 18.0 Hz and 6.0 Hz, 1H) and (dd, J = 15.0 Hz and 6.0 Hz, 1H), Av = 78 Hz, CHy(»].
3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 156.7 (C=N); 134.4, 132.0, 129.9 (Cqa); 129.1, 128.8, 128.1,
127.7, 127.0, 126.8, 126.2 (CHar); 53.2 (CH¢y); 51.7 (CHyy); 48.5, 43.9 (CHyp and CHyyg); 33.4
(CHZ(a))-
LCMS (ESI"): [M+H]" = 278.2
IR, v (cm™): 2979 (Csp® and Csp®); 1667 (C=N)
HPLC: C, column: t(R) = 11.6 min, purity = 98%

Cigcolumn: t(R) = 20.4 min, purity > 99%
Optical rotation: ap (20°C, CH3;0OH) = - 0.296°(0.5 mg/mL)

a,c (10aS)-2-[2-(2-pyridyl)ethyl]-1,5,10,10a-tetrahydroimidazo[1,5-

d - . . - . .
@/\N * 3 plisoquinolin-3-imine hydrochloride
" _\_Q M =292.17, 364.12 g/mol
f NH g N= 2 - L A29
2 HCl 1 C18H20N4.2HC|
118 Melting point: 123.8°C

The expected product was obtained by procedure E.

0.10 g (0.255 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[cyano-[2-(2-pyridyl)ethyl]Jamino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 125 was dissolved in 3M HCl/dioxane (3.1 mL). The mixture was stirred
at room temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography
(CH,CI,-MeOH: 94/6).

Aspect: white powder

Yield: 56 mg, 67%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 95:5): R¢= 0.2

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 8.84 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H,); 8.64 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H5); 8.23
(d, J =6.0 Hz, 1H, H,); 8.04 (t, J = 9.0 Hz, 1H, Hy); 7.23 (s, 4H, ArH); 4.67 (AB system, J = 15.0 Hz,
Av =75 Hz, 2H, CH,p]; 4.15-3.91 (m, 4H, CH,), CH, and one CHy); 3.63 [AB part of ABX system
(t, J=9.0 Hz, 1H) Av = 114 Hz, CH(y); 3.56 (t, J = 8.0 Hz, 2H, CHy); 2.99 [AB part of ABX system
(d,J=15.0 Hz, 1H] and (t, J = 9.0 Hz, 1H), Av = 51 Hz, CHy).
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3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 156.6 (C=N); 152.9 (Cqa,); 147.1 (CHs); 141.4 (CH,); 131.9
(Cgan); 129.7, 129.1, 128.1 (CHa,); 127.0 (CHy); 126.8, 126.1 (CHa,); 125.7(CH,); 53.4 (CH(y); 52.6
(CHa); 43.8 (CHz(n); 44.2 (CHzg); 33.4 (CHzw); 30.7 (CHyg).
LCMS (ESI"): [M+H]" 293.0
IR, v (cm™): 3039 (Csp® and Csp?), 1668 (C=N).
HPLC: C, column: t(R) = 6.7 min, purity = 99%
Cigcolumn: t(R) = 12.9 min, purity = 98%
Optical rotation: ap (20°C, CH30H) = — 0.449°(0.5 mg/mL)

abc

@AN d h (10aS)-2-(4-phenylbutyl)-1,5,10,10a-tetrahydroimidazo[1,5-
N
\‘S\]H_\;\—Q b]isoquinolin-3-imine hydrochloride
f : M = 319.20, 355.18 g/mol
HCI
119 Co1H2sN3. HCI

The expected product was obtained by procedure F.

0.297 g (0.707 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[cyano(4-phenylbutyl)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 127 was dissolved in 3M HCl/dioxane (8.5 mL). The mixture was stirred at

room temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography
(CH,CI,-MeOH: 94/6).

Aspect: light brown oil
Yield: 0.206 g, 82%
TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5) : R¢= 0.2
'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 7.29-7.13 (m, 9H, ArH); 4.62 ([AB system (dd, J = 18.0 Hz,
Av = 81 Hz, 2H, CHyp); 4.03-3.97 [unresolved X part of ABX system (m, 1H, CH,)]; 3.87 and 3.46-
3.32 [ AB part of ABX system (t, J = 9.0 Hz, 1H) and (m, 1H), Av = 144 Hz, CHy)]; 3.46-3.39 (m,
2H, CHy)); 2.95 [ AB part of ABX system (dd, J = 15.0 and 3.0 Hz, 1H) and (dd, J = 15.0 and 9.0 Hz,
1H), Av = 72 Hz, CHy)]; 2.69 (t, J = 9.0 Hz, 2H, CH,); 1.83-1.60 (M, 4H, CHyg and CHyqn).
3C NMR (CDCl3, 75 MHz), 6 (ppm): 156.6 (C=N); 141.8, 132.0, 129.9 (Cqa,); 129.7, 128.8, 128.0,
127.3,126.9, 126.8, 126.1, 125.5, 124.8 (CHa); 53.1 (CH(y)); 51.9 (CHy); 45.4 (CHyq); 43.3 (CHy);
35.0 (CHy), 33.3 (CHz); 28.0 (CHyg); 26.1 (CHypy).
LCMS (ESI"): [M+H]" =320.0
IR, v (cm™): 2929 (Csp® and Csp?); 1664 (C=N).
HPLC: C, column: t(R) = 12.7 min, purity = 98%

Cygcolumn: t(R) = 23.7 min, purity = 98%
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Optical rotation: ap (20°C, CH;0H) = - 0.499°(0.500 mg/mL)

a
b C
d 1 2 10aS)-2-(2-morpholinoethyl)-1,5,10,10a-
N N—\_ /N
\\< g N O tetrahydroimidazo[1,5-b]isoquinolin-3-imine hydrochloride
f NH —/
1 2 M =300.19, 372.15 g/mol
2 HCl
C17H24N,0.2HCI
120

The expected product was obtained by procedure F.

0.44 g (1.10 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[cyano(2-morpholinoethyl)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 129 was dissolved in 3M HCl/dioxane (8.8 mL). The mixture was stirred at
room temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography
(CH,CI,-MeOH: 90/10).

Aspect: brown oil
Yield: n.d
TLC: (CH,Cl,-MeOH, 90/10) : R¢= 0.7
'H NMR (CD50D, 300 MHz), ¢ (ppm): 7.34-7.18 (m, 4H, ArH); 4.66 (AB system, J = 16.0 Hz, Av =
70 Hz, 2H, CHyp); 4.17-3.99 (M, 1H, CH,); 3.71 (t, J = 4.6 Hz, 4H, CHyy); 3.67-3.48 (M, 4H, CH,(
and CHy); 3.03 [AB part of ABX system (dd, J = 15.0 and 3.7 Hz, 1H) and (dd, J = 15.4 and 10.3 Hz,
1H), Av = 51 Hz, CHy]; 2.69 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CHy); 2.60 (t, J = 4.5 Hz, 4H, CHy)).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 157.4 (C=N); 132.0, 129.9 (Cqa,); 129.1, 127.0, 126.8, 126.0
(CHa); 66.4 (CH(p); 55.7 (CHyg); 53.5 (CHyuy); 53.2 (CHy); 43.7 (CHyp); 42.3 (CHyy); 30.7
(CHa).
LCMS (ESI"): [M+H]"301.1
HPLC: C,4 column: t(R) = 12.3 min, purity = 94%

Cygcolumn: t(R) = 4.67 min, purity = 97%

a
b C
d
QQIAN\_;_/ tert-butyl (35)-3-[(hexylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-
\« [ isoquinoline-2-carboxylate
f NH €0
HCl M = 346.26 g /mol
C21HaaN20,
122

The expected product was obtained by procedure F.
0.30 g (0.80 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[cyano(2-morpholinoethyl)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
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isoquinoline-2-carboxylate 133 was dissolved in 3M HCl/dioxane (6.5 mL). The mixture was stirred at
room temperature over night. The crude reaction product was purified by flash chromatography
(CH,CI,-MeOH: 85/15).

Aspect: orange oil
Yield: 228 mg, 88%
'H NMR (CD50D, 300 MHz), é (ppm): 7.29-7.14 (m, 4H, ArH); 4.68 (AB system, J = 15.7 Hz, Av =
90.6 Hz, 2H, CHyy); 4.03-3.94 (m, 2H, CH,p) and one CHyg); 3.64-3.32 (m, 3H, CH,q and one
CHyy); 2.97 [AB part of ABX system (dd, J = 15.5 and 2.7 Hz, 1H) and (dd, J = 15.5 and 10.0 Hz, 1H),
Av = 87.7 Hz, CHy»); 1.66 (quin, J = 6.9 Hz, 2H, CHyg); 1.49-1.31(m, 6H, CHy) CHayand CHyg);
0.93 (t, J = 6.2 Hz, 3H, CHy).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 156.6 (C=N); 132.1, 130.1 (Cqa/); 129.1, 127.0, 126.8, 126.2
(CHar); 53.2 (CHgy); 52.0 (CHy); 44.9 (CHyp); 43.9 (CHyyg); 33.4 (CHyy); 31.3 (CHyy); 26.6
(CHa); 25.9 (CHy); 22.3 (CHyg); 13.1 (CHsy).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 272.2
HPLC: C, column: t(R) = 3.3 min, purity = 98%

Cygcolumn: t(R) = 26.9 min, purity = 97%

N tert-butyl  (3S)-3-[[benzyl(cyano)amino]methyl]-3,4-dihydro-
1H-isoquinoline-2-carboxylate

M = 377,21 g/mol

f O
\{/ Ca3H27N30,

123
The expected product was obtained by protocol E.
0.55 g (1.57 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[(benzylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate 15 was dissolved in EtOH (2.6 mL). 0.396 g (4.71 mmol) of NaHCOsand 0.182 g (1.72

mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred for 5 h. No further purification was performed.

Aspect: white powder

Yield: 0.30 g, 51%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 97/3): R¢= 0.7

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.21-7.10 (m, 9H, ArH); 4.84-4.66 (m, 2H, CH,); 4.46-4.18
(m, 3H, CH, and CHy); 3.17-2.99 (m, 2H, CHy(); 2.80-2.64 (m, 2H, CHy); 1.57 (s, 9H, (CHs);
Boc).
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3C NMR indicates the presence of two conformers.

3C NMR (CDCl3, 75 MHz), é (ppm): 155.3, 154.5 (C=0 Boc); 134.6, 132.2, 131.5 (Cq A); 129.1,
128.8, 128.7, 126.9, 126.7, 126.4 (CHa,); 118.2, 117.6 (CN); 80.6 (C4Boc); 56.2, 54.5 (CHy,); 51.5,
51.1 (CHy); 48.7,46.1 (CHyy); 43.4, 43.0 (CHy); 30.8, 30.0 (CHy); 29.7, 28.49 ((CH3); Boc).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 378.3 ; [M-Boc+H]" = 278.2.

X
a d
@%N/\)L/Nj tert-butyl (3S)-3-[[2-(2-pyridyl)ethylamino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
N_8
\?
f o

9 isoquinoline-2-carboxylate
\{/ M = 367.23 g /mol
C22H29N3C)2
124

The expected product was obtained by procedure D.

0.25 g (0.957 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 14 was
dissolved in CH,Cl;, (6.2 mL). 0.139 mL (1.15 mmol) of 2-(2-pyridyl)ethylamine, 0.608 g (2.87 mmol)
of NaBH(OAC); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 98/2).

Aspect: light brown oil

Yield: 0.386 g, quantitative

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 95:5) : R;= 0.4

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 8.53 (s, 1H, NH); 7.69-6.78 (m, 8H, ArH); 5.01-4.63
(unresolved AB system, m, 2H, CHy); 4.39-4.13 (m, 1H, CH,); 3.32-2.64 (m, 8H, CHy(), CHyq),
CHa and CHyg); 1.45 (s, 9H, (CH3); Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 159.4 (C=0), 136.8, 132.6, 132.0, 129.1, 126.7, 126.38, 123.5,
121.6 (CHa); 80.5 (Cq goc); 49.3 (CHyy,); 48.6, 47.8 (CHy(y); 31.4 (CHyw); 29.0, 28.6 (CHyp); 28.1
(CHyq) and CHy), 27.7 ((CH3)3 Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 368.2

N
X
ap ¢ ||| /\d/(Nj tert-butyl  (3S)-3-[[cyano-[2-(2-pyridyl)ethylJamino]methyl]-

N
@3\1/\0 g 3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
f \g M =392.22 g/mol
\{/ C23H28N402
125

The expected product was obtained by procedure E.
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0.346 g (0.941 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[2-(2-pyridyl)ethylamino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 124 was dissolved in EtOH (1.4 mL). 0.237 g (2.82 mmol) of NaHCO; and
0.110 g (1.04 mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred over night. No further purification
was performed.

Aspect: brown oil.

Yield: 0.20 g, 54%

TLC: (CH,Cl,-MeOH, 97:3) : Ry=0.4
LCMS (ESI"): [M+H]" =3935

® b CN/\d/\h/© tert-butyl  (3S)-3-[(4-phenylbutylamino)methyl]-3,4-dihydro-
@3\1/\8 9 i 1H-isoquinoline-2-carboxylate
f \g\{/ M = 394.26 g /mol
C25H34N202
126
The expected product was obtained by procedure D.
0.30 g (1.15 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 14 was
dissolved in CH,CI, (7.4 mL). 0.206 mL (1.38 mmol) of 4-phenylbutan-1-amine, 0.731 g (3.45 mmol)

of NaBH(OACc); were used. The mixture was stirred overnight. The product was purified by flash
chromatography (CH,Cl,-MeOH: 9.9/0.1, then 9.8/0.2).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.416 g, 92%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 97:3) : R¢;=0.3

'H NMR (CDCl,, 300 MHz),  (ppm): 8.19 (br s, 1H, NH); 7.30-7.10 (m, 9H, ArH); 4.65 (m, 2H,
CHa); 4.30 [X part of ABX system (d, J = 15.0 Hz, 1H, CHg,]; 3.12-2.59 (m, 8H, CHy), CHa),
CHaand CHyg); 1. 70-1.52 (m, 4H, CHayg and CHyg); 1.49 (s, 9H, (CH3); Boc).

3C NMR indicates the presence of two conformers.

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), & (ppm): 156.0, 154.9 (C=0); 141.8, 132.8, 132.4 (Cqa,); 128.9, 128.3,
127.0, 126.6, 126.1, 125.8 (CHa,); 80.8 (COgoo); 50.4 (CH(y); 49.3, 48.1 (CHy(); 47.8 (CHay); 43.9,
42.7 (CHy), 35.4 (CHyg), 31.7 (CHy); 28.4, 27.6 ((CHs)s Boc); 27.0 (CHa); 22.7 (CHag).

LCMS (ESI): [M+H]" = 395.2
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N
b S lrLl /\d/\h/© tert-butyl (3S)-3-[[cyano(4-phenylbutyl)amino]methyl]-3,4-
<ECN(\O g i dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
\ﬁ

f 0 M = 419.26 g/mol
\{/ Ca6H33N30,
The expected product was obtained by procedure E.
0.36 g (0.92 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[(4-phenylbutylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate 126 was dissolved in EtOH (1.4 mL). 0.23 g (2.77 mmol) of NaHCO; and 0.11 g (1.02

mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred over night. No further purification was
performed.

Aspect: colorless oil

Yield: 0.35 g, 90%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 99:1) : R¢= 0.7

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 7.29-7.08 (m, 9H, ArH); 4.75-4.55 (unresolved AB system, m,
2H, CHy); 4.36 (unresolved X part of ABX system, m, 1H, CHg,); 3.20-2.99 (m, 4H, CHj and
CHa(q); 2.86-2.67 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy); 2.65 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,);
1.74-1.59 (m, 4H, CHy) and CH,); 1.53 (s, 9H, (CHs); Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 141.7 (C=0); 132.7, 132.4, 131.7 (Cqa/); 129.1, 128.9, 128.4,
127.0, 126.7, 126.3, 125.9 (CH,); 117.7, 117.3 (CN); 80.5 (CQgoc); 52.5, 52.0 (CHy); 50.5 (CHy),
49.0, 46.7 (CH,y); 43.5, 43.3 (CHy); 35.4 (CHyg); 30.6 (CHyw) ;5 28.7 ((CHs)s Boc); 28.2 (CHyg);
27.3 (CHygny).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 420.2; [M-Boc+H] = 320.1.

IR, v (cm™): 2931 (Csp® and Csp?); 2207 (CN); 1688 (C=0 Boc).

2

1
a poc /\d/ '(\O tert-butyl (3S)-3-[(2-morpholinoethylamino)methyl]-3,4-
N g g 1 2 dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
Y M = 375.25 g /mol

f o
C21H33N3O3

128

The expected product was obtained by procedure D.
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0.30 g (1.15 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 14 was
dissolved in CH,Cl, (5.25 mL). 0.196 mL (1.49 mmol) of 4-morpholineethanamine, 0.729 g (3.44
mmol) of NaBH(OACc); were used. The mixture was stirred overnight. No further purification was
performed.

Aspect: colorless oil

Yield: 0.428 g, 99%

TLC: (CH,CI,-MeOH, 95/5): R¢= 0.4

'H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 7.22-7.08 (m, 4H, ArH); 4.83-4.49 (unresolved AB system, m,
2H, CHyp); 4.25 [X part of ABX system (d, J = 18.0 Hz, 1H, CHy,]; 3.70 (ft, J = 3.0 Hz, 4H, CHy);
2.92 [AB part of ABX system (dd, J = 16.4 and 6.7 Hz, 1H) and (d, J = 12.0 Hz, 1H), Av = 96 Hz,
CHay]l; 2.75-2.68 (m, 2H, CHy()); 2.44-2.42 (m, 8H, CH,q), CHyq and CHyg); 1.51 (s, 9H, (CH3),
Boc).

B3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 155.3 (C=0); 133.1, 129.1 (Cqa,); 126.6, 126.2 (CH,,); 79.9
(C(CHs); Boc); 67.0 (CHyp); 58.3 (CHyg); 53.7 (CHaqy); 53.4 (CHepy); 50.8 (CHy); 45.9 (CHy);
42.7 (CHyp); 31.1 (CHy); 28.5 ((CH3); Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 376.1, [M-Boc+H]" = 276.2

2
a . ¢ |T| d 1(\0 tert-butyl  (3S)-3-[[cyano(2-morpholinoethyl)amino]methyl]-
b

QCK\N/\/NJ 5 3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
N\?o g 1 M = 400.25 g/mol

f O\{/ C2oH32N4O5

129
The expected product was obtained by procedure E.
0428 g (1.14 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[(2-morpholinoethylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 128 was dissolved in EtOH (2.0 mL). 0.287 g (3.42 mmol) of NaHCO; and
0.132 g (1.25 mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight. No further purification

was performed.

Aspect: orange oil.

Yield: 0.442 g, 97%

'H NMR indicates the presence of two conformers.

'"H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 7.24-7.08 (m, 4H, ArH); 4.73-4.68 (m, 2H, CH¢, and one
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CHy); 4.42-4.36 (m, 1H, CHyy); 3.75-3.61 (M, 4H, CHy); 3.31-3.10 (m, 4H, CHyq and CHyg);
2.90-2.79 (m, 2H, CHy); 2.62-2.58 (M, 2H, CHy(); 2.51-2.45 (m, 4H, CHyy)); 1.58 and 1.54 (2s, 9H,
(CHz)3 Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 143.2 (C=0); 132.5, 131.8 (Cqa,), 129.2, 127.1, 126.8, 126.4
(CHa); 117.8 (CN); 80.8 (C(CHs)3 Boc); 66.9 (CHy); 56.3 (CHag); 53.7 (CH,qy); 52.8 (CHy); 47.4
(CHy@); 47.1 (CH(y); 43.7, 43.3 (CHy); 30.7 (CHym); 28.5 ((CHs)s Boc).

LCMS (ESI"): [M+H]" =401,2; [M-tBu+ H]" = 345.1; [M-Boc+H]" 301.2

tert-butyl  (3S)-3-[[2-(1H-indol-3-yl)ethylamino]methyl]-3,4-

Y4
@3\1/\(”) e dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate

f \g M = 405.24 g /mol
ﬁ/ CosHsaN:0;

130
The expected product was obtained by procedure D.
0.300 g (1.15 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 14 was
dissolved in CH,Cl, (5.25 mL). 0.239 mg (1.49 mmol) of 2-(1H-indol-3-yl)ethanamine and 0.729 g
(3.44 mmol) of NaBH(OAc); were added. The mixture was stirred overnight. The crude reaction
product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-MeOH: 90/10).

Aspect: orange oil

Yield: 0.456 g, quantitative

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 8.38 (s, 1H, NH); 7.56 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NH in0); 7.38 (d, J
= 9.0 Hz, 1H, H,); 7.26-7.01 (m, 8H, ArH); 4.84-4.41 (m, 2H, CH,), 4.38-3.83 (m, 1H, CH); 3.34-
2.85 (m, 4H, CHyq), one CHy) and one CHy(y); 2.83-2.61 (m, 2H, one CH,yand one CH,); 2.09-2.01
(m, 2H, CHy); 1.42 (s, 9H, (CH3)3 Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), & (ppm): 156.4 (C=0); 136.6, 132.5, 128.4, 127.4, 126.8 (Cqa,); 126.1,
123.4,122.1,119.4, 118.6, 118.3, 111.5, 110.2 (CH,); 81.29 (C(CHs)s Boc); 51.4(CHy); 48.3(CHg));
48.1 (CHy)); 44.2 (CHy); 32.0 (CHym); 28.3((CHs)s Boc); 22.9 (CHyy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 406.1 ; [M-Boc+H]" = 306.1
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H

N N
apclia j p tert-butyl (3S)-3-[[cyano-[2-(1H-indol-3-yl)ethyllamino]methyl]-
@CN(\(’\)I 9 3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
Y M = 430.24 g/mol

f o
ﬁ/ CaotoN.O;

131
The expected product was obtained by procedure E.
0.498 g (1.23 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[[2-(1H-indol-3-yl)ethylamino]methyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 130 was dissolved in EtOH (2.2 mL). 0.309 g (3.68 mmol) of NaHCO; and
0.143 g (1.1 mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight. No further purification

was performed.

Aspect: orange oil

Yield: 0.312 g, 59%

'H NMR indicates the presence of two conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6 (ppm): 8.62 (d, J = 14.6 Hz, 1H, NH in); 7.58 (dd, J = 26.6 and 7.3
Hz, 1H, ArH); 7.37 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH); 7.27-6.96 (m, 7H, ArH); 4.83-4.18 (m, 3H, CH, and
CHg); 3.56-3.19 (m, 2H, CHyq); 3.10 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CHyy); 3.05-2.86 (m, 2H, one CH,) and
one CHy); 2.77-2.53 (m, 2H, one CHy) and one CHyy); 1.59, 1.56 (2s, 9H, (CH3); Boc).

3 C NMR indicates the presence of two conformers.

BC NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 (ppm): 155.3, 154.7 (C=0); 136.4; 132.7, 132.4, 131.9, 131.7, 129.2,
128.9 (Cqar); 127.2, 127.1, 127.0, 126.9, 126.8, 126.7, 126.4, 122.7, 122.1, 122.0, 119.4, 118.5, 118.2,
117.9, 117.4 (CHa); 117.3 (CN); 111.6, 111.5, 111.3, 111.0 (CHa,); 80.8, 80.7 (C(CH); Boc); 53.1,
52.8, 52.4 (CHy(); 51.2, 49.2 (CHy); 47.0 (CHay); 43.6, 47.4 (CHyp); 30.5 (CHa); 28.6 ((CHa)s
Boc); 24.1, 23.9 (CHy().

LCMS (ESI"): [M+H]* = 431.1; [M- tBu+H]" = 375.1 ; [M- Boc+H]" = 331.1

b

@CA”Y\(\ tert-butyl (3S)-3-[(hexylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-
N
¥

isoquinoline-2-carboxylate

f
O\{/ M = 346.26 g /mol

C21H3aN20;

The expected product was obtained by procedure D.
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0.30 g (1.15 mmol) of tert-butyl (3S)-3-formyl-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate 14 was
dissolved in CH,CI, (5.25 mL). 0.197 mL (1.49 mmol) of hexylamine, 0.729 g (3.44 mmol) of
NaBH(OACc); were added. The crude reaction product was purified by flash chromatography (CH,Cl,-
MeOH: 90/10).

Aspect: colorless oil

Yield: 0.386 g, 97%.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), & (ppm): 7.23-7.10 (m, 4H, ArH); 4.88-4.13 (m, 2H, CH¢,) and one
CHa(); 4.37-4.15 (m, 1H, CHyy); 3.09 (AB part of ABX system, dd, J = 16.2 Hz and 6.9 Hz, 1H, one
CHa); 2.85-2.67 (m, 5H, CHy), CHa) and CHyg); 2.04 (s, 3H, NH and CHjy); 1.50 (s, 9H, (CHs)s
Boc); 1.33-1.23 (m, 6H, CHyg), CHynyand CHygy ); 0.87 (t, J = 7.5 Hz, 3H, CHj).

B3C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 170.0 (C=0); 133.0, 132.7 (Cqa,); 128.9, 126.9, 126.4, 126.0
(CHa); 80.5 (Cq goc); 50.9 (CHyy); 50.4 (CHyg); 48.3 (CHyy); 39.7 (CHay); 31.5 (CHayy); 29.6
(CHag); 28.7 ((CHs)3 Boc); 28.2 (CHyg); 28.0 (CHyy); 22.5 (CHyg); 13.9 (CH).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 347.2; [M-Boc+H]" = 247.2

a .
b ¢ ||| d 9 i tert-butyl  (3S)-3-[[cyano(hexyl)amino]methyl]-3,4-dihydro-1H-

NN
@CN(\O € h isoquinoline-2-carboxylate
f \g M = 371.26 g/mol

\{/ C22H33N302

133
The expected product was obtained by procedure E.
0.386 g (1.11 mmol) of tert-butyl (3S)-3-[(hexylamino)methyl]-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-2-
carboxylate 132 was dissolved in EtOH (2.0 mL). 0.280 g (3.34 mmol) of NaHCO; and 0.129 g (1.23

mmol) of BrCN were added. The mixture was stirred overnight. No further purification was

performed.

Aspect: orange oil

Yield: 0.313 g, 76%

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), & (ppm): 7.25-7.14 (m, 4H, ArH); 4.79-4.48 (m, 2H, CH¢,) and one
CHy); 4.47-4.27 (m, 1H, CHyy); 3.15-2.75 (M, 6H, CH,g), CHyy and CHyg); 1.60 (m, 2H, CHy);
1.54 (s, 9H, (CH3); Boc); 1.42-1.23 (m, 6H, CHy(g), CH,yand CHy)); 0.89 (t, J = 6.2 Hz, 3H, CHy).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 155.2 (C=0); 131.7, 129.2 (Cqa,); 128.9, 127.0, 126.7, 126.3
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(CHAr), 117.9 (CN), 80.6 (Cq Boc); 52.5 (CHz(C)), 50.7 (CHz(d)), 46.8 (CHb)), 43.6 (CHZ(f)), 31.4 (CHz(a));
30.7 (CHz(e)); 28.5 ( (CH3)3 BOC); 27.7 (CHz(g)); 26.1 (CHg(h)); 22.5 (CHg(i)); 14.0 (CH3)
LCMS (ESI"): [M+H]" =372.1 ; [M-Boc+H]" = 272.2

1 a p 0 (3S)-6,7-dihydroxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic
H OWOH acid®®
HO NH M = 209.07 g/mol
2t CuoHuNO,
135

To a cold suspension (0-5°C) of levodopa (0.300 g, 1.52 mmol) in water (1.8 mL), 37% aqueous HCI
solution (0.177 mL, 2.13 mmol) was added. The resulting solution was kept under 5°C and 37%
HCHO aqueous solution (0.343 mL, 4.56 mmol) was added. The resulting solution was allowed to
warm to room temperature and stirred over night. The mixture was cooled to 0-5°C and 2 N aqueous
NaOH solution slowly added to adjust pH 5.5. The result suspension was stirred at the same
temperature for 3 h. The mixture was filtered and the product was obtained after lyophilisation of the

aqueous layer. No further purification was performed.

Aspect: white powder

Yield: 0.317 g, quantitatif

'H NMR (D0, 300 MHz), é (ppm): 6.64 (s, 1H, ArH,); 6.60 (s, 1H, ArH,); 4.14 (AB system, J = 15.0
Hz, Av = 24Hz, 2H, CHyy); 3.82 (X part of ABX system (ft, J = 6.0 Hz, 1H, CH,); 3.00 [AB part of
ABX system, (dd, J=17.1 and 6.0 Hz, 1H) and (dd, J = 17.0 and 11.3 Hz, 1H), Av = 82Hz, CH,)].
LCMS (ESIM): [M+H]" 210.0

1 b
H OW o~ methyl(2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(3,4-
HO . H NYO dihydroxyphenyl)propanoate

o M = 311.14 g/mol
7< C15H2:NOg
Boc-136

To a solution of levodopa (2.04 g, 10.3 mmol) in MeOH (23.3 mL), 4.05 mL of SOCI, (55.9 mmol)

was added dropwise at 0°C. The resulting mixture was stirred overnight at room temperature. Solvent
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removed under reduced pressure, resulting oil was rinsed with Et,O and solvent removed under vacuo
(three times). No further purification was performed.

To a solution of [(1S)-1-[(3,4-dihydroxyphenyl)methyl]-2-methoxy-2-oxo-ethyl]Jammonium chloride
(1.359 g, 5.07 mmol) in water (10.2 mL), 0.852 g of NaHCO; (10.14 mmol) and a solution of 1.11 g
of Boc,O (5.07 mmol) in THF (7.6 mL) were added dropwise. Solvent was removed under reduced
pressure, the crude product extracted twice with EtOAc, washed twice with 0.5M HCI and twice with
saturated solution of NaCl. The organic layer was dried over MgSO,, filtered and concentrated in

vacuo. No further purification was performed.

Aspect: white powder

Yield: 1.578 g, quantitatif

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 90:10): R¢= 0.7

'"H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 6.68 (d, J = 61 Hz, 1H, ArH,); 6.63 (d, J = 27 Hz, 1H, ArH,);
6.50 (dd, J = 8.0 and 1.8 Hz, 1H, ArHs); 4.22 (t, J = 7.0 Hz, 1H, CH,); 3.68 (s, 3H, OCH,); 2.85 [AB
part of ABX system, (dd, J = 13.9 and 5.8 Hz, 1H) and (dd, J = 13.5 and 8.0 Hz, 1H), Av= 50.4 Hz,
CHa@); 1.40 (s, 9H, ((CHs); Boc).

o}

1 a b

_0 o~  methyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(3,4-
H 337

~o . HNYO dimethoxyphenyl)propanoate

2 o) M =339.17 g/mol

\K C17H25N06
139

To a solution of methyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)propanoate 136

(3.04 g, 9.75 mmol) in acetone (20 mL), 3.23 g of K,CO3 (23.4 mmol) and 2.13 mL of Me,SO, (22.4
mmol) were added. The mixture was stirred at 60°C for 4 h. Solvent was evaporated in vacuo. Crude
product was diluted in CH,CI, and washed with saturated solution of NaCl three times. The organic
layer was dried over MgSO,, filtered and concentrated in vacuo. Purification via flash

chromatography (cyclohexane-EtOAc: 60/40) was performed.

Aspect: colourless oil

Yield: 3.045 g, 92%

TLC: (Cyclohexane-EtOAc, 60:40): R¢= 0.6

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm):7.58-6.90 (m, 3H, ArH); 4.98 (d, J = 6.0 Hz, 1H, NH); 4.55
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(unresolved X part of ABX system, m, 1H, CH,); 3.86 (s, 6H, Ar-OCH;); 3.72 (s, 3H, COOCHj3),
3.03 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CH,), 1.42 (s, 9H, ((CH3);Boc).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), é (ppm): 172.4 (C=0), 155.1 (C=0 Boc); 148.9, 148.1 (Ar-OCHy);
128.4 (Cqa); 121.4, 112.4, 111.2 (CHa); 79.9 (COgoc); 55.8 (Ar-OCHj); 54.5 (CHypy); 52.2
(COOCHsy); 37.9 (CHy); 28.3 ((CH3); Boc); 22.9 (CHy)).

O
_0 - 0 o~ methyl (3S)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-
< NH carboxylate®®*
2 f M = 251.12 g/mol
140 Ci3Hi7NO,

To a solution of methyl (2S)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(3,4-dimethoxyphenyl)propanoate 139
(100 mg, 0.295 mmol) in CH,CI, (1.2 mL) was added 0.027mL aqueous HCHO (0.354 mmol) and
0.354 mL of TFA (4.63 mmol) dropwise over 15 minutes. The mixture was stirred at room
temperature overnight. The mixture was diluted with CH,CI, (1.77 mL) and neutralized with
NaHCO; saturated solution (2.36 mL). The aqueous solution was extracted with CH,Cl,, dried over

MgSQ, filtered and concentrated in vacuo.

Aspect: light brown oil

Yield: 0.074 g, quantitatif

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 90:10): R¢= 0.6

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), & (ppm): 6.64 (s, 1H, ArH); 6.61 (s, 1H, ArH); 4.56-4.52 (m, 1H,
CHy); 4.44-4.33 (m, 2H, CHy); 3.87 (s, 3H, COOCHy); 3.85 (s, 6H, Ar-OCHs); 3.31 (d, J = 7.6 Hz,
2H, CHy).

1 a b
/OW o~ N-(t-Butyloxycarbonyl)-3-methoxycarbonyl-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-
~0 N\I//O tetrahydroisoquinoline®®

2 f 07< M = 351.17 g/mol

C1gH2sNOg
141

The expected product was obtained by procedure A.

232



Partie expérimentale

3.04 g of methyl (3S)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylate 140 (8.31 mmol)
was diluted in H,O (4.48 mL) and dioxane (4.47 mL). 1.99 g of Boc,O (9.14 mmol) and 3.46 mL of
EtsN (24.9 mmol) were used. Mixture was stirred overnight. Solvent was evaporated in vacuo and the
mixture extracted twice with EtOAc, washed twice with 1M HCI, and twice with saturated solution of
NaCl. Organic layer was dried over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuum.

Aspect: yellow oil

Yield: 2.256 g, 77%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95:5): R¢= 0.7

'H NMR indicates the presence of two conformers.

'H NMR (CDCls;, 300 MHz), é (ppm): 6.66-6.59 (m, 2H, ArH); 5.17 and 4.81 [X part of ABX system
(ft, J = 2.7 Hz, 0.5H) and (ft, J = 4.8 Hz, 0.5H), Av = 111 Hz, CH,]; 4.64 (AB system, J = 14.8Hz,
Av = 56Hz, 2H, CHyy); 3.86 (s, 6H, ArOCH;); 3.66 and 3.64 (2s, 3H, OCHj3); 3.04 (unresolved AB
part of ABX system, m, 2H, CHy); 1.54 and 1.47 (2s, 9H, (CHs;); Boc).

1 a p
- OW OH (3S)-2-tert-butoxycarbonyl-6,7-dimethoxy-3,4-dihydro-1H-
~o0 NYO isoquinoline-3-carboxylic acid®*

f 07< M = 337.15 g/mol
C17H23NO(3

142

To a solution of 1.92 g of N-(t-Butyloxycarbonyl)-3-methoxycarbonyl-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline 141 (5.48 mmol) in a mixture of MeOH (9 mL) and THF (18 mL) at 0°C, 6.57
mL of 1M solution of NaOH (6.57 mmol) was added. The solution was allowed to warm up to room
temperature. The mixture was stirred over 36h, cooled to 0°C and acidified with aqueous HCI 1M to
pH2. Solvents were evaporated in vacuo and the aqueous layer was extracted with EtOAc (three
times). Combined organic layers were washed once with saturated aqueous NaCl solution, dried on
MgSO,, filtered and evaporated.

Aspect: yellow solid

Yield: 1.497 g, 81%

TLC: (CH,CIl,-MeOH, 95:5): R¢=0.3

'H NMR indicates the presence of two conformers.

'H NMR (CDCls;, 300 MHz), é (ppm): 6.70-6.58 (m, 2H, ArH); 5.20-5.10 and 4.81 [X part of ABX
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system (m, 0.5H) and (t, J = 4.8 Hz, 0.5H), Av = 105 Hz, CHy]; 4.61 and 4.49 [(AB system, (ft, J =
5.1 Hz, Av = 20 Hz) and (ft, J = 7.7Hz, Av = 15.6Hz, 1H), CHyy]; 3.85 and 3.84 (2s, 6H, OCHj);
3.15-3.10 (unresolved AB part of ABX system, m, 2H, CHy(y); 1.52 and 1.43 (2s, 9H, (CH3); Boc).

/Oj@i\%ﬁ_ tert-butyl  (3S)-6,7-dimethoxy-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-
~0 N\]oo dihydro-1H-isoquinoline-2-carboxylate
07< M = 380.19 g/mol

C19H28N206

143
The expected product was obtained by procedure B.
1.500 g of (3S)-2-tert-butoxycarbonyl-6,7-dimethoxy-3,4-dihydro-1H-isoquinoline-3-carboxylic acid
142 (4.44 mmol) was diluted in CH,CI, (10.1 mL) and CH3;CN (10.1 mL). 3.17 mL of NMM (28.8
mmol), 0.909 g HN(Me)OMe.HCI (9.32 mmol), 0.896 g of EDC (5.77 mmol) and 0.883 g of HOBt
(5.77 mmol) were used. The mixture was stirred overnight. Solvents were evaporated in vacuo. The
crude product was dissolved in CH,Cl,, washed twice with saturated NaHCOjs solution, twice with
1M HCI, once with saturated NaCl solution NaCl. Organic layer was dried over MgSQ,, filtered and

concentrated in vacuum.

Aspect: orange oil

Yield: 1.208 g, 74%

'H NMR indicates the presence of two conformers.

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm): 6.71-6.62 (m, 2H, ArH); 4.90 and 4.88-4.81 [X part of ABX
system (m, 0.5H) and (t, J = 5.4 Hz, 0.5H), Av = 120 Hz, CH,]; 4.82-4.41 (m, 2H, CHy); 3.86 and
3.79 (2s, 9H, Ar-OCH; and N-OCHjs); 3.23-3.08 (m, 4H, NCH; and one CHy); 3.03-2.85 (m, 1H,
one CHy); 1.52 and 1.46 (2s, 9H, (CH3); Boc).

o) tert-butyl (3S)-3-formyl-6,7-dimethoxy-3,4-dihydro-1H-

1 a p
~ OWH isoquinoline-2-carboxylate
~0 N\'//O

Oj< M = 321.16 g/mol
C17H23NC)5
144
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To a solution of tert-butyl (3S)-6,7-dimethoxy-3-[methoxy(methyl)carbamoyl]-3,4-dihydro-1H-
isoquinoline-2-carboxylate 143 and alcool derivated 145 (1 eq., 0.431 g, 0.66 mmol) in CH,CI, (20.8
ml), Dess-Martin periodinane (1.25 eq., 0.353 g, 0.259 ml, 0.833 mmol)was added. The solution was
stirred at room temperature for 3 h. A saturated NaHCO3solution and Na,S,;03; were added and the
mixture stirred for 20 minutes. The reaction mixture was then extracted twice with CH,CIl, and

washed with a saturated NaCl solution, dried over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuum.

Aspect: orange oil

Yield: 0.431 g, quantitative

'H NMR indicates the presence of two conformers.

'H NMR (CDCls, 300 MHz), 6(ppm): ): 9.52 and 9.48 (2s, 1H, CHO); 6.65 and 6.57 (2s, 2H, ArH,
and 2); 4.87-4.43 (m, 3H, CHys and CHy,); 3.85 and 3.84 (2s, 6H, Ar-OCHy); 3.24-2.94 (m, 2H,
CHa); 1.53 and 1.46 (2s, 9H, (CH3)s Boc).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), é(ppm): 201.3, 200.6 (CHO); 155.6, 154.8 (Cga-OCHs); 148.1 (C=0
Boc); 125.8, 124.6, 123.9, 123.6 (Cqa); 111.2, 110.9, 109.5, 109.1 (CH,,); 81.19, 80.93 (Cq goc);
60.4, 59.0, 56.0 (OCHs); 44.6 and 44.0 (CHy); 40.9 (CHy); 28.7, 28.3, 27.6 ((CHs)s Boc).

LCMS (m/z): [M-tBu+H]" = 266.1, [M-Boc+H]" = 222.1

& O O
T N 0™~ ethyl -4-oxo-quinolizine-3-carboxylate®*
8 N | 2 M = 217.07 g/mol
oot C12H1NO;
149 Melting point: 112.5°C

The expected product was obtained by procedure H.
A solution of 1.68 mL of n-BuLi (1.25 mmol) in THF (8mL), 0.200 g of 2-picoline 146 (2.14 mmol)
in THF (1.6 mL) and 0.465 g of diethyl ethoxymethylmalonate 148 (2.15 mmol) in THF (1.2 mL)

were used.

Aspect: yellow brown solid

Yield: 0.230 g, 50%

TLC: (EtOAc): Rf=0.1

'H NMR (CDClI; 300 MHz), 6(ppm) : 9.42 (d, J = 7.2 Hz, 1H,H,); 8.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H,); 7.67
- 7.53 (m, 2H, ArH); 7.24 - 7.13 (m, 1H, ArH); 6.63 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H,); 4.43 (g, J = 6.6 Hz, 2H,
CH,); 1.42 (t,J = 6.7 Hz, 3H, CHy).

C NMR (CDCl; 75 MHz) d(ppm) : 166.3 (CO,Et); 155.9 (NCO); 146.1 (Cp); 141.0 (Cp); 133.5
(Car); 129.3 (Cap); 125.4, 116.4 (Cay); 106.9 (Cs); 102.2 (Cy); 60.9 (CH,); 14.5 (CHy).
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LCMS (ESIY): [M+H]" = 218.0

O O
6
7/6\15)(0/\ ethyl 8-chloro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate®®*
X 2 M = 251.03, 253.03 g/mol

9
! C12H1CINO;
150 Melting point : 152.4°C

The expected product was obtained by procedure H.

A solution of 2.44 mmol of n-BuLi (3.91 mL) in THF (22mL), 0.35 mL of 4-chloro-2-picoline 147
(3.13 mmol) in THF (2.34 mL) and 0.69 mL of diethyl ethoxymethylmalonate 148 (3.91 mmol) in
THF (2.2 mL) were used.

Aspect: brown solid

Yield: 0.460 g, 59%

TLC: (CH,CIl,-MeOH: 98:2): Rf=0.1

'H NMR (CDCI; 300 MHz), & (ppm) : 9.31 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H,); 8.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, He); 7.54
(d, J =2.7 Hz, 1H, Hg); 7.09 (dd, J = 8.4 and 2.7 Hz, 1H, H,); 6.56 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H;); 4.44 (q,J =
7.0 Hz, 2H, CH,); 1.44 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), 6 (ppm): 165.8 (NCO); 155.5 (CO,Et); 145.9 (Cg); 142.2 (Cp,); 140.9
(Cy); 130.6 (Cy); 123.6 (Cy); 117.7 (Cy); 107.6 (Cgar); 101.5 (Cy); 61.0 (CH,); 14.5 (CHy).

LCMS (ESI™): [M+H]* = 252.0-254.0

6 O O
T AN | o ethyl 1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate?®
8 XN 2 M = 262.06 g/mol
9
NO, Ci12H10N20s
151 Melting point : 164.7°C

The expected product was obtained by procedure 1.
A solution of 0.175 g of ethyl-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate 149 (0.806 mmol) in H,SO, (2.7 mL),
0.122 g of KNOj3 (1.21 mmol) were used.

Aspect: yellow solid
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Yield: 0.151 g, 71%

TLC: (EtOAC): Rf= 0.7

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm) : 9.61 (d, J = 7.2 Hz, 1H, He); 9.43 (s, 1H, H.); 9.32 (d, J = 9.0
Hz, 1H, He); 8.15 (ddd, J= 8.5, 7.0 and 1.2 Hz, 1H, H;); 7.59 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Hg); 4.45 (q, J = 7.2
Hz, 2H, CH,); 1.42 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH,).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), ¢ (ppm): 163.7 (NCO); 154.5 (CO.Et); 142.5 (Cy); 139.9 (C, and C);
131.4 (C,); 123.0 (Csand Cs); 118.8 (Cg); 105.0 (Ca); 61.6 (CH,); 14.4 (CH5).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 262.9

6 O O Ethyl-8-chloro-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate
7 Z>N o M =296.02, 298.02 g/mol
Cl NN | 2 C12HgCIN,Os
o NG Melting point;161.3°C
152

The expected product was obtained by procedure 1.
A solution of 0.032 g of ethyl-8-chloro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate 150 (0.123 mmol) in H,SO,
(1.0 mL) and 0.020 g of KNO; (0.19 mmol) were used.

Aspect: yellow solid

Yield: 0.024 g, 64%

TLC: (CH,Cl,-MeOH: 98/2): Rf=0.5

'H NMR (CDCl3 300 MHz), & (ppm) : 9.50 (d, J = 7.2 Hz, 1H, He); 9.47 (s, 1H, H,); 9.35 (d, J = 2.0
Hz, 1H, Hy); 7.46 (dd, J = 7.3 and 2.0 Hz, 1H, H); 4.45 (q, J = 7.3 Hz, 2H, CH,); 1.44 (t,J = 7.3 Hz,
3H, CHsy).

3C NMR (CDCl; 75 MHz), é (ppm) : 163.3 (NCO); 154.1(CO,Et); 148.9 (Cg); 148.72 (C3); 140.6
(Cy); 132.4 (Ce); 121.9 (Cy); 120.0 (Cy); 105.6 (Cy); 61.8 (CH,); 14.4 (CHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 297.0 - 299.0

6 O O
T AN [~ OH 1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylic acid®®
8 \9 oY 2 M = 234.03 g/mol
NC2 CioHeN;05
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153
The expected product was obtained by procedure L.
A solution of 0.172 g (0.26 mmol) of ethyl 1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate in methanol 149
(0.4 mL) and THF (0.8 mL) and 6N NaOH solution (0.311 mL) were used.

Aspect: yellow powder

Yield: 0.069g, 45%

TLC: (CH,Cl,-MeOH: 95/5): Rf=0.7

'H NMR (DMSO- dg, 300 MHz), é (ppm) : 9.46 (d, J = 6.2 Hz, 1H, Hg); 9.21 (s, 1H, H,); 9.12 (d, J =
9.1 Hz, 1H, Ho); 8.42 (dd, J = 9.1 and 6.2 Hz, 1H, Hg); 7.81 (dd, J = 9.2 and 6.1 Hz, 1H, H-).

B3C NMR (DMSO- ds, 75 MHz), é (ppm) : 165.4 (COOH); 156.3 (NCO); 142.4 (Cy); 142.0 (Cs);
139.1 (C,); 132.0 (Cq); 124.3 (C5); 122.8 (Co); 120.6 (C).

LCMS (ESI): [M+H]* = 234.9

Ethyl 1-nitro-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-carboxylate
M = 338.09 g/mol
C18H14N205

155

The expected product was obtained by procedure K.

A solution of 0.100 g ethyl-8-chloro-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate 152 (0.34 mmol) in THF
(4.25 mL), 0.050 g of phenylboronic (0.40 mmol) acid, 0.67 mL of Na,COs solution (2.2 M) and 0.023
g of bis(triphenylphosphine)palladium(ll) dichloride (0.03 mmol) were used.

Aspect: yellow powder

Yield: 0.086g, 75%

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), 6 (ppm) : 9.60 (d, J = 7.5 Hz, 1H, He); 9.53 (d, J = 3.0 Hz, 1H, Hg); 9.47
(s, 1H, Hy); 7.87 - 7.84 (m, 2H, H;:); 7.78 (dd, J = 7.5 and 3.0 Hz, 1H, H;); 7.62 - 7.60 (m, 3H, H,: .4
3); 4.45 (q,J = 7.1 Hz, 2H, CH,); 1.44 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHj).

3C NMR (CDCls, 75 MHz),  (ppm) : 164.4 (NCO); 155.3 (CO,Et); 154.5 (Cg); 142.0 (Cs); 141.5
(Cy); 132.9 (Cq); 121.1 (Cyp); 106.1 (Cy); 99.2 (Cy); 60.9 (CHy); 48.2 (Cy); 25.6, 23.9 (C,, Cy)-; 14.5
(CHa).

LCMS (ESI"): [M+H]" =338.9
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6 O O
r "T@°N | o Ethyl 1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-carboxylate
Z'O\l XX 2 M = 345.13 g/mol
o 10
©)
3

NO. Ci7H1sN30s
156 Melting point: 214.1°C

The expected product was obtained by procedure J.
A solution of 0.100 g of ethyl-8-chloro-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate 152 (0.33 mmol) in
THF (0.47 mL) and 0.060 g of piperidine (0.66 mmol) were used.

Aspect: brown solid

Yield: 0.120 g, quantitative.

'H NMR (CDCls5, 300 MHz), d(ppm) : 9.30 (s, 1H, Hy); 9.09 (d, J = 8.3 Hz, 1H, He); 8.40 (d, J = 3.0
Hz, 1H, H,); 6.88 (dd, J = 8.4 and 3.0 Hz, 1H, H-); 4.44 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CH,); 3.72-3.64 (m, 4H,
H;); 1.82-1.71 (m, 6H, H,- and H;-); 1.38 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHj,).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), d(ppm) : 164.4 (NCO); 155.3 (CO,Et); 154.5 (Cg); 142.0 (Cj); 141.5
(Cy); 132.9 (Cq); 121.1 (Cyp); 106.1 (C7); 99.2 (Cy); 60.9 (CH,); 48.2 (Cy); 25.6, 23.9 (Cy:, Cy); 145
(CHy).

LCMS (ESIM): [M+H]" = 346.1

6 O O N-benzyl-4-oxo-quinolizine-3-carboxamide

7 @\)j)LN M = 278.10 g/mol
8 TN | 2 H/\© C17H14N20,
Melting point: 121.5°C
161

The expected product was obtained by procedure M.
A solution of 0.043 g (0.23 mmol) of 4-oxo0-4H-quinolizine-3-carboxylic acid 165 in DCE (2.34 mL)
and 0.083 mL of SOCI, (1.15 mmol) were used.
A solution of 0.040 g of 4-oxoquinolizine-3-carbonyl chloride (0.23 mmol) in CH,Cl, (0.83 mL),
0.025 mL of Bn-NH, (0.23 mmol) and 0.064 mL of Et;N (0.46 mmol) were used. Flash
chromatography was performed (CH,Cl,/MeOH : 99/1).

Aspect: yellow powder

239



Partie expérimentale

Yield: 0.033g, 52%

'"H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm) : 10.09 (m, 1H, NHCO); 9.29 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Hy); 8.77 (d, J
=9.0 Hz, 1H, H,); 7.62 - 7.58 (m, 1H, ArH); 7.42 - 7.36 (m, 2H, ArH); 7.27 - 7.22 (m, 1H, ArH); 6.86
(d, J=8.1 Hz, 1H, H,); 4.73 (d, J = 4.8 Hz, 2H, CH,).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 ppm) : 165.1 (CONH); 158.0 (NCO); 144.6 (Cyo); 139.9 (C,); 139.0
(Coa); 132.3,128.6, 128.3, 127.7, 127.1, 125.7, 116.8 (Ca,); 109.8 (C3); 104.3 (C,); 43.6 (CH,).
LCMS (ESI*): [M+H]" = 279.1

6 O O N-benzyl-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxamide
7 Z>N N M = 323.09 g/mol
8 NN | 2 H/\© C17H13N30,
° NG Melting point: 164.7°C
162
The expected product was obtained by procedure M.
A solution of 0.069 g (0.29 mmol) of 1-nitro4-oxo-4H-quinolizine-3-carboxylic acid 153 in DCE (3.0
mL) and 0.107 mL of SOCI, (1.47 mmol) were used. A solution of 0.073 g of 1-nitro-4-
oxoquinolizine-3-carbonyl chloride (0.29 mmol) in CH,CI, (0.97 mL), 0.032 mL of Bn-NH, (0.29

mmol) and 0.081 mL of EtzN (0.58 mmol) were used. Flash chromatography was performed
(Cyclohexane/EtOAC: 80/20).

Aspect: yellow powder

Yield: 0.034g, 36%

TLC: CH,CI,-MeOH (95:5) : Rf = 0.9

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm) : 9.78 (s, 1H, H,); 9.54 (ddd, J = 7.2, 1.4 and 0.9 Hz, 1H, He);
9.41 (ddd J = 5.5 Hz, 1H); 9.31 (td, J = 9.4, 1.4 and 0.9 Hz, 1H, Hy); 8.10 (ddd, J = 9.1, 6.8, 1.4 Hz,
1H, Hg); 7.54 (dtd, J=7.5and 1.6, 1H, H); 7.43-7.26 (m, 5H, Ha,); 4.73 (d, J = 6.4 Hz, 2H, CH,).

3C NMR (CDCl3 75 MHz), 6 (ppm) : 162.6 (CONH); 157.7 (NCO); 146.2 (Cy); 141.3 (C,); 138.4
(Cqar); 138.9 (Cy); 138.7 (Cg); 130.4 (Ce); 128.7, 127.7, 127.4 (Ca,); 123.0 (Cy); 118.8 (C;), 107.9
(Cs), 43.9 (CHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 324.1
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6 O O N-benzyl-1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-
" 7 Oj/l”/\Q carboxamide
2 O\, X 10\ 2 M = 406.16 g/mol
3 ° NG, C2oH22N4O4
163 Melting point: 204.2°C

The expected product was obtained by procedure M.

A solution of 0.100 g (0.31 mmol) of 1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-carboxylic acid 166
in DCE (3.20 mL) and 0.114 mL of SOCI, (1.58 mmol) were used. A solution of 0.105 g of 1-nitro-
4-0x0-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-carbonyl chloride (0.31 mmol) in CH,Cl, (1.10 mL), 0.036 mL of
Bn-NH; (0.31 mmol) and 0.092 mL of EtsN (0.62 mmol) were used. Flash chromatography was
performed (CH,Cl,-MeOH : 98/2).

Aspect: yellow powder

Yield: 0.105g, 82%

TLC: CH,Cl,/MeOH (98:2): Rf= 0.5

'H NMR (CDCl5 300 MHz), & (ppm) : 9.54 (s, 1H, H,); 9.30 (t, 1H, J = 5.6 Hz, CONH); 8.99 (d, 1H,
J = 8.4 Hz, He); 8.40 (d, 1H, J = 3.0 Hz, Hy); 7.41 - 7.14 (m, 5H, H,,); 6.84 (dd, 1H, J = 8.4 and 3.0
Hz, H-); 4.67 (d, 2H, J = 5.8 Hz, CH,); 3.72-3.61 (m, 4H, H,-); 1.88-1.72 (M, 6H, Hy: anq Hs:).

C NMR (CDCl3 75 MHz), é (ppm) : 163.7 (NCO); 158.2(CONH); 153.9 (Cg); 140.3 (C,, Cs); 138.9
(Cyo); 131.9 (Cg); 128.6, 127.7, 127.2 (Cp,); 106.6 (C-); 98.8 (Co); 77.2 (C1)48.2, 48.5 (C,); 43.7
(CH,); 25.3, 23.9 (C», Cs.).

LCMS (ESIY): [M+H]" = 407.0

N-benzyl-1-nitro-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-carboxamide

M =399.12 g/mol
C23H17N304
164 Melting point: 239.2°C

The expected product was obtained by procedure M.

A solution of 0.220 g (0.71 mmol) of 1-nitro-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-carboxylic acid 167 in
DCE (2.36 mL) and 0.257 mL of SOCI; (3.54 mmol) were used. A solution of 0.075 g of 1-nitro-4-
0x0-8-phenyl-quinolizine-3-carbonyl chloride (0.23 mmol) in CH,Cl, (2.57 mL), 0.025 mL of Bn-
NH, (0.23 mmol) and 0.064 mL of Et;N (0.46 mmol) were used. Flash chromatography was
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performed (CH,Cl,-EtOAc : 96/4).

Aspect: yellow powder

Yield: 0.040g, 44%

TLC: (CH.CI,-EtOAc, 96:4) : Rf = 0.6

'H NMR (CDClg, 300 MHz), 6 (ppm) : 9.76 (s, 1H, H,); 9.53 - 9.47 (M, 2H, Hg angs); 9.41 (t, J = 5.3
Hz, 1H, CONH); 7.88 - 7.81 (m, 2H, H;.); 7.77 (dd, J = 7.6 and 1.9 Hz, 1H, H-); 7.64 - 7.58 (m, 3H,
Ha: ana3); 7.43 - 7.26 (M, 5H, ArH); 4.73 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CHy).

3C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 (ppm) :162.8 (NCO); 157.5 (CONH); 151.1 (Cg); 141.3 (C5); 139.2
(Cy); 138.4 (Cqay); 135.2 (Cqay); 131.5 (C,); 130.7 (Ce); 129.8, 128.7, 127.7, 127.3, 125.6 (Ca);
119.1 (Cq); 117.6 (C-); 107.4 (Cqa,); 43.9 (CH,).

LCMS (ESI*): [M+H]* = 400.0

6 O O 4-oxoquinolizine-3-carboxylic acid®**
8 NN | 2 M = 189.04 g/mol
s ! C1H/NO;
165

The expected product was obtained by procedure L.
A solution of 0.500 g (0.23 mmol) of ethyl-4-oxo-4H-quinolizine-3-carboxylate 149 in methanol (0.4
mL) and THF (0.8 mL) and 6N NaOH solution (0.276 mL) were used.

Aspect: yellow powder

Yield: 0.435¢, quantitative

TLC: (CH,Cl,-MeOH: 95:5) : Rf = 0.2

'H NMR (DMSO- dg, 300 MHz), 6 (ppm) : 14.09 (br s, 1H, COOH); 9.25 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Hy);
8.39 (d, J =8.5Hz, 1H, H,); 8.14 (d, J = 8.7 Hz, 1H, Hy); 8.04 (ddd, J = 8.2, 6.5 and 1.2 Hz, 1H, H);
7.65 (td, J = 7.2 and 1.5 Hz, 1H, Hs); 7.26 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H,).

BC NMR (DMSO- ds, 75 MHz), 6 (ppm) : 166.3 (COOH); 160.2 (NCO); 145.9 (Cyo); 139.9 (Cy);
136.2 (C;); 128.8 (Ce); 126.8 (Cy); 120.0 (Cg); 107.2 (C3); 105.0 (Cy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 190.0
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1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-carboxylic acid

6 O O
v WOH M = 317.10 g/mol
2'@ N 2 CisH15N5O0s
3 9 NO,
166

Melting point: 232.9°C

The expected product was obtained by procedure L.
A solution of 0.159 g (0.46 mmol) of ethyl-4-oxo-4H-quinolizine-3-carboxylate 156 in methanol (0.8
mL) and THF (1.6 mL) and 6N NaOH solution (0.552 mL) were used.

Aspect: yellow powder

Yield: 0.109g, 75%

'H NMR (DMSO- dg, 300 MHz), d(ppm) : 12.66 (br s, 1H, COOH); 9.06 (s, 1H, H.); 8.98 (d, J = 8.7
Hz, 1H, Hg); 8.27 (d, J = 3.0 Hz, 1H, Hy); 7.46 (dd, J = 8.5 and 3.2 Hz, 1H, H;); 3.78-3.69 (m, 4H,
H;»); 1.75-1.60 (m, 6H, Hy: 404 3°).

BC NMR (DMSO- dg 75 MHz), d(ppm) : 164.4 (NCO); 158.2 (COOH); 154.6 (Cg); 141.6 (Cy);
132.6 (Ce); 122.1 (Cyp); 108.1 (C;); 98.9 (C,):; 48.2 (Cy); 25.8 (Cy), 23.9 (C3).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 318.2

1-nitro-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-carboxylic acid
M = 310.06 g/mol

Ci16H10N205

Melting point; 158.4°C

167
The expected product was obtained by procedure L.

A solution of 0.100 g (0.34 mmol) ethyl-8-chloro-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxylate 155 in
methanol (0.6 mL), and THF (1.2 mL) and 6N NaOH solution (0.408 mL) were used.

Aspect: yellow powder

Yield: 0.0869, 75%

'H NMR (DMSO- dg 300 MHz), ¢ (ppm) : 12.92 (br s, 1H, COOH); 9.49 (d, J = 7.5 Hz, 1H, He);
9.37 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Hy); 9.19 (s, 1H, H,); 8.19 (dd, J = 8.0 and 2.5 Hz, 1H, H-); 8.06 - 7.98 (m,
2H, H,.); 7.71 - 7.61 (M, 3H, Hy: na 3).

C NMR (DMSO- dg 75 MHz),  (ppm) : 167.4 (NCO); 158.3 (COOH); 153.8 (Cg); 144.7 (Cy);
141.7 (C,); 137.5 (Cqar); 134.8 (Cqar); 134.2, 132.5 (Cay); 130.5 (Cs); 120.9(Cay); 120.7 (Cy); 117.6
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(C7); 106.3 (Ca)-
LCMS (ESI"): [M+H]" = 311.0

1-nitro-4-oxo-8-phenyl-N-(4-
phenylbutyl)quinolizine-3-carboxamide
M = 441.17 g/mol

C26H23N3O4

Melting point: >400°C

172
The expected product was obtained by procedure M.

A solution of 0.220 g (0.71 mmol) of 1-nitro-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-carboxylic acid 167 in
DCE (2.36 mL) and 0.257 mL of SOCI; (3.54 mmol) were used. A solution of 0.170 g of 1-nitro-4-
0x0-8-phenyl-quinolizine-3-carbonyl chloride (0.517 mmol) in CH,CIl, (5.86 mL), 0.116 g of
butylphenylamine (0.776 mmol) and 0.107 mL of EtzN (0.776 mmol) were used. Preparative HPLC

chromatography was performed.

Aspect: orange powder

Yield: n.d

'H NMR (CDCl;3 300 MHz), é (ppm) : 9.75 (s, 1H, Ho); 9.54 (d, J = 4.4 Hz, 1H, He); 9.47 (s, 1H,
H,); 9.06 (t, J = 5.4 Hz, 1H, NH); 7.91 - 7.82 (m, 2H, H;); 7.78 (dd, J = 7.7 and 1.6 Hz, 1H, H;); 7.65
-7.53 (m, 3H, Hy: 44 3); 3.55 (9, J = 6.2Hz, 2H, CHy,); 2.70 (t, J = 6.7 Hz, 2H, CH,); 1.83 — 1.63 (m,
4H, CHj ¢ and g)-

C NMR (CDCl; 75 MHz), é (ppm) : 162.6 (NCO); 157.6 (CONH); 150.9 (Cg); 142.2 (C3); 141.3
(Cy0); 139.1 (C¢); 135.3 (Cqar); 131.5 (Cy); 130.6(Cqaar); 129.8 (Cs)); 128.4, 128.3, 127.7, 125.8 (C;-
and Ca); 119.1 (Cy); 117.5 (C5); 107 (Cy); 39.7 (Cy); 35.6 (Ce); 29.7 (Ce); 28.8 (Cy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 442.2

6 O O 1-amino-N-benzyl-4-oxo-quinolizine-3-carboxamide
T Z N N
8 X | 2 H/\© M =293.12 g/mol
9 NH, Ci7H1sN;0;
5

A solution of 0.050 g (0.15 mmol) of N-benzyl-1-nitro-4-oxo-quinolizine-3-carboxamide 162 in a
mixture of water/methanol (1:5, 3.0 mL), 0.106 g of K,CO3 (0.77 mmol) was added. The mixture was

stirred for 5 minutes at room temperature and 11 mg of Na,S,0, (0.63 mmol) was added. The
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reaction was stirred over the night. The solvent was evaporated in vacuum, dissolved in CH,Cl, and

washed twice with water. Flash chromatography was performed (CH,CIl,/MeOH : 95/5).

Aspect: orange powder

Yield: 0.008g, 18%

TLC: (CH,Cl,/MeOH, 95:5): Rf = 0.2

'H NMR (CDCl; 300 MHz), & (ppm) : 9.30 (d, J = 7.9, 1H, He); 8.29 (s, 1H, H,); 8.07 (d J = 9.8 Hz,
1H, Ho); 7.73 (t, J = 7.9 Hz, 1H, Hg); 7.49-7.15 (m, 6H, Ha, and Hy); 4.67 (s, 2H, CH,).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 294.1

6 O O 1-amino-N-benzyl-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-
o /@j)km/\Q carboxamide
2 N X 2 M = 376.19 g/mol
3 Q 9 NH; Ca2HaN,O,
173 Melting point: 204.0°C

The expected product was obtained by procedure N.

30 mg of N-benzyl-1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-carboxamide (0.086 mmol) 163 in
MeOH (0.50 mL), 56.8 mg of Zn (0.868 mmol) and 6.97 mg of NH,CI (0.130 mmol) were used. The
mixture was heated at 70°C for 2 h.

Aspect: orange powder

Yield: n.d

'H NMR (CDCl3, 300 MHz), 6 (ppm) : 10.13 (br s, 2H, NH,); 9.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H, He); 8.08 (br
s, 1H, CONH); 7.46 - 7.13 (m, 6H, ArH 442404 9); 6.89 (dd, J = 8.6 and 2.6 Hz, 1H, H;); 4.69 (d, J =
5.8 Hz, 2H, CH,); 3.80 - 3.46 (m, 4H, H;:); 1.79-1.65 (m, 6H, H,: g H3)).

C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm) : 163.7 (NCO); 158.2(CONH); 153.9 (Cg); 139.5 (C,, Cy);
133.4 (Cyp); 131.3 (Cs); 130.6, 129.9, 128.6, 127.7, 127.0, 126.8, 126.2 (Car and 0); 107.4 (C5); 77.2
(Cy); 48.1 (Cy»); 43.7 (CHy); 30.3, 24.9 (Cy, Cs)).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 377.0
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1-amino-N-benzyl-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-
carboxamide

M = 369.15 g/mol

C22H2sN4O,

7 Melting point: 214.1°C

The expected product was obtained by procedure N.

40 mg of N-benzyl-1-nitro-4-oxo-8-phenyl-quinolizine-3-carboxamide (0.100 mmol) 164 in MeOH
(0.87 mL), 65.5 mg of Zn (1.00 mmol) and 8 mg of NH,CI (0.150 mmol) were used. The mixture
was heated at 70°C for 2 h.

Aspect: red powder

Yield: 20 mg, 54%

'"H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm) : 10.31 (br s, 2H, NH,); 9.36 (d, J = 7.3 Hz, 1H, He); 8.45 (s,
1H, Hy); 8.05 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Hy); 7.78 (dd, J = 7.2 Hz and 1.1 Hz, 2H, H}"); 7.59 - 7.48 (m, 4H,
ArH and CONH and H), 7.45 - 7.31 (m, 5H, ArH); 4.74 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CH,).

3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm) : 159.8 (NCO); 153.2 (CONH); 149.1 (Cs); 146.9 (C,); 131.9
(Cy); 130.5 (Cq); 130.3 (Cqar); 130.0, 129.5, 128.6 (Car and Cyar); 128.3 (C;:), 127.7, 127.0 (Ca);
117.8 (Cs), 117.2 (Car and Cya); 43.6 (CHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 370.0

1-amino-4-0xo0-8-phenyl-N-(4-
phenylbutyl)quinolizine-3-carboxamide
M =411.19 g/mol

C26H25N302

Melting point: 158.7°C

174

The expected product was obtained by procedure N.

60 mg of 1-nitro-4-oxo-8-phenyl-N-(4-phenylbutyl)quinolizine-3-carboxamide(0.136 mmol) 172 in
MeOH (1.45 mL), 88.9 mg of Zn (1.359 mmol) and 10.9 mg of NH,CI (0.204 mmol) were used. The

mixture was heated at 70°C for 2 h.

Aspect: red powder
Yield: n.d
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'H NMR (CDCl3, 300 MHz), 6(ppm) : 10.02 (s, 2H, NH,); 9.33 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Hy); 8.34 (s, 1H,
H,); 8.03 (d, 1H, J = 1.6 Hz, Hy); 7.58 (dd, 1H, J = 7.5 and 1.6 Hz, H); 7.58 - 7.45 (m, 6H, Har ang
CONH); 7.30 - 7.12 (m, 5H, Ha,); 4.65 (br s, 2H, NH,); 3.58 (q, J = 6.2Hz, 2H, CHy,); 2.70 (t, 2H, J
= 6.5 Hz, CHy); 1.83 - 1.65 (M, 4H, CHyc ang q)-

C NMR (CDCl;, 75 MHz), 6 (ppm) : 155.4 (NCO); 157.6 (CONH); 150.9 (Cg); 142.2 (C5); 141.3
(Cyp); 139.1 (Cy); 135.1 (Cqar); 130.6(Cy); 129.9, 129.5, 128.9, 128.8, 128.4, 128.6 (CHa: or Cqa);
126.9 (C,); 125.7 (CHay); 117.2 (Ce); 116.4 (C;); 116.0 (Cgay); 39.5 (Cy); 35.6 (Ce); 29.7 (Ce); 28.9
(Ca).

LCMS (ESIM): [M+H]" = 412.1

6 O O | N-methoxy-N-methyl-4-oxo-quinolizine-3-carboxamide
7 WN-O M = 232.08 g/mol
8 X 2 | C12H12N203

9 1

The expected product was obtained by procedure B.

0.110 g of quinolizine-3-carboxylic acid (0.58 mmol) 165 in CH,Cl, (1.10 mL) and CH;CN (1.10
mL), 0.145 g of EDC (0.76 mmol), 0.102 g of HOBt (0.76 mmol), 0.20 mL of NMM (1.74 mmol)
and 0.14 g of HN(Me)OMe.HCI (1.45 mmol) were used. Flash chromatography was performed
(CH.CIl,/MeOH : 95/5).

Aspect: yellow solid

Yield: 0.098g, 78%

'H NMR (CDCl;, 300 MHz), é (ppm) : 9.23 (d, J = 7.4 Hz, 1H, Hg); 7.88 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H,);
7.51 (m, 2H, H7 ana9); 7.11 (m, 1H, Hg); 6.70 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H,); 3.72 (m, 3H, OCHy5); 3.36 (s,
3H, NCHs).

LCMS (ESI"): [M+H]" 233.0

6 O O | N-benzyl-1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-
v 7 Z>N | T'O carboxamide
2 N 2 M = 360.14 g/mol
3 Q 9 NG, C17H20N405

The expected product was obtained by procedure B.
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0.108 g of 1-nitro-4-oxo-8-(1-piperidyl)quinolizine-3-carboxylic acid 166 (0.34 mmol) in CH,Cl,
(0.56 mL) and CHsCN (0.56 mL), 0.085 g of EDC (0.44 mmol), 0.060 g of HOBt (0.44 mmol), 0.24
mL of NMM (2.21 mmol) and 0.070 g of HN(Me)OMe.HCI (0.71 mmol) were used.

Aspect: yellow solid

Yield: 0.098g, 78%

'H NMR (CDCls, 300 MHz), & (ppm): 9.08 (d, J = 8.6 Hz, 1H, He); 8.88 (s, 1H, H,); 8.54 (d, J = 2.9
Hz, 1H, Ho); 6.91 (dd, J = 8.3 and 3.1 Hz, 1H, H;); 3.674-3.62 (m, 7H, OCHs and H,-); 3.35 (s, 3H,
NCH), 1.88-1.70 (M, 6H, Hy: na37).

LCMS (ESI*): [M+H]* = 361.1

0 5 1 2-bromo-1-(2-furyl)ethanone
Br 0 M = 187.95, 189.95 g/mol
> Lys
. CsHsBrOZ
3 4

Melting point: 42.8°C
177

The expected product was obtained by protocol P.
A solution of 0.182 mL of 2-acetylfuran (1.82 mmol) 175 in CHCI; (1.65 mL) and EtOAc (1.65 mL)
and 0.811 g of CuBr; (3.63 mmol, 2 eq.) were used. Flash chromatography was performed (CH,Cl,)

to give desired compound as a dark yellow solid.

Aspect: dark yellow solid

Yield: 0.217 g, 63%

TLC: (CH.Cl,): Rf =0.7

'H NMR (CDCl;, 300MHz), & (ppm): 7.65 (s, 1H, Hs.); 7.35 (d, J = 2.9 Hz, 1H, H;.); 6.64 - 6.59 (m,
1H, H,); 4.33 (s, 2H, Hy).

C NMR (CDCls, 75 MHz), é (ppm): 180.4 (C=0); 150.4 (C,); 147.3 (Cs-); 119.1 (C3.); 112.9 (C4);
30.0 (Cy).

o 2, 2-bromo-1-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanone
Br AU O8 5 M=257.99, 259.99 g/mol
2 'O/ 4 C10H11BrO;
5 ° Melting point: 82.6°C
178

248



Partie expérimentale

The expected product was obtained by protocol P.

A solution of 0.600 mg of 3',4'-dimethoxyacetophenone (3.33 mmol) 176 in CHCI; (3.0 mL) and
EtOAc (3.0 mL) and 1.487 g of CuBr;, (6.66 mmol, 2 eq) were used. Flash chromatography was
performed (CH,Cl,) to give expected compound as a yellow/orange solid.

Aspect: yellow/orange solid

Yield: 0.240 g, 56%

TLC: (CH.Cl,): Rf =0.3

'H NMR (CDCls, 300MH?z), 6 (ppm) : 7.63 (dd, J = 8.4 and 2.1 Hz, 1H, Hg); 7.56 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
H,); 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hs.); 4.42 (s, 1H, H,), 3.98 (s, 3H, Hs), 3.96 (s, 3H, H.).

o) 2-bromo-1-phenyl-ethanone

U 2
3 @/lk/ M =197.97, 199.97 g/mol
4 o CgH,Bro
Melting point: 49.8°C
179
The expected product was obtained by protocol O.

2.73 mL of 2-acetophenone (27.2 mmol) in CHCI; (95 mL) and 1.4 mL of Br, (27.2 mmol) in CHCI,
(11.4 mL) were used.

Aspect: white crystalline powder

Yield: 4.70 g, 57%

TLC: (Cyclohx/EtOAc, 90:10): Rf=0.6

'H NMR (CDCl,, 300MHz), 6 (ppm): 8.03 - 7.97 (m, 2H, H,.); 7.65 (tt, J = 8.8 and 1.3 Hz, 1H, H.);
7.55 - 7.47 (m, 2H, Hs), 4.47 (s, 2H, H,).

3C NMR (CDCls3 75 MHz), 6 (ppm): 191.3 (C=0); 133.9 (C,); 128.9 (C,- and C5.); 30.9 (Cy).

5 3 10 11 2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine
C N/\\—O 12 M=194.08 g/mol
7 SN
8 14 13 CisH1oN2
182 Melting point: 132.1°C

The expected product was obtained by protocol Q.

A solution of 0.113 g of 2-bromo-1-(phenyl)ethanone (0.568 mmol) 179 in ethanol (1.3 mL) and
0.064 g of 2,aminopyridine (0.682 mmol) were used. Flash chromatography was performed (CH,Cl,-
EtOAc, 97:3).

Aspect: light brown powder

Yield: 52 mg, 45%
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TLC: (CH,Cl,- EtOAC: 95:5): Rf =0.2

'H NMR (CDCl;, 300MHz), 6 (ppm): 8.10 (d, J = 9.1 Hz, 1H, Hs); 7.97 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Higan 14
); 7.85 (s, 1H, Hy); 7.64 (d, J = 9.2 Hz, 1H, Hg); 7.45 (M, 2H, Hy1 ana 13); 7.34 (m, 1H, Hy,); 7.16 (m,
1H, H;); 6.74 (m, 1H, Hg ).

LCMS (ESI"): [M+H]" 195.0

HPLC: C, column: t(R) = 7.7 min, purity > 99%

Cis column: t(R) = 13.9 min, purity > 99%

B ° 3 10 11 6-bromo-2-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridine
=
Ow 12 M = 271.99, 273.99 g/mol
7T XN
8 14 13 Ci3HgN,Br
183 Melting point: >400°C

The expected product was obtained by protocol Q.
A solution of 0.217 g of 2-amino-5-bromopyridine (1.26 mmol) in ethanol (5.0 mL) and 0.250 g of ¢

(1.26 mmol) 179 were used. No further purification was performed.

Aspect: brown solid

Yield: 0.173 g, 50%

'H NMR (CD;0D, 300MHz), 6 (ppm): 8.25 (d, J = 0.7 Hz, 1H, Hs); 7.97 - 7.91 (s, 1H, Hyo and Hy,);
7.81 (s, 1H, Hs); 7.53 (d, J = 9.6 Hz, 1H, Hg); 7.45 (t, J =7.1 Hz, 2H, Hy; and Hs3); 7.37 - 7.31 (m,
1H, Hy); 7.23 (dd, J = 9.6 and 1.8 Hz, 1H, H5).

3C NMR (CD;0D, 75 MHz), & (ppm): 146.7, 144.1, 133.2 (Cqa,); 128.8, 128.3 (CHa,); 128.1 (C);
126.1 (CHa,); 125.6 (Cs); 118.1 (Cg); 108.3 (C3); 107.0 (Cqa).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 272.9 - 274.9

5 3 2-(furan-2-yl)imidazo[1,2-a]pyridine
6~ Nm 11 M = 184.06 g/mol
TSN 072 CuHN:O
8
Melting point: 99.3°C
184

The expected product was obtained by protocol Q.

A solution of 0.389 g of 2-bromo-1-(2-furyl)ethanone (2.06 mmol) 177 in ethanol (8.2 mL) and 0.194
g of 2-aminopyridine (2.06 mmol) were used. Flash chromatography was performed (CH,Cl,-MeOH,
97:3).
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Aspect: brown powder
Yield: 0.110 g, 29%
TLC: (CH,CI,/ MeOH, 90:10): Rf = 0.7
'H NMR (CDCl,, 300MH?z), 5 (ppm): 8.06 (d, J = 9.2 Hz, 1H, Hy,); 7.78 (s, 1H, Ha); 7.57 (d, J = 9.0
Hz, 1H, Hg); 7.46 (m, 1H, H;); 7.15 (m, 1H, Hy); 6.88 (m, 1H, Hs); 6.76 (dt, J = 6.8 et 1.0 Hz, 1H,
He); 6.50 (m, 1H, Hy).
C NMR (CDCls, 75 MHz) ¢ (ppm): 149.6 (Cy); 145.6 (Cs); 142.1 (Cyy); 138.0 (Cg); 125.7 (Cs);
125.0 (C7); 117.4 (Cyp); 112.6 (C9); 111.6 (C,); 107.9 (Ce); 106.7 (Cya).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 185.0
HPLC: C, column: t(R) = 7.9 min, purity = 97%
Cyg column: t(R) = 12.0 min, purity = 97%

Br 5 3 3, 6-bromo-2-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridine
T I M = 261.97, 263.97 g/mol
XN (o) 5'
8 C,1H;BrN,O
185 Melting point: 185.6°C

The expected product was obtained by protocol Q.

A solution of 100 mg of 2-bromo-1-(2-furyl)ethanone (0.529 mmol) 177 in ethanol (2.1 mL) and
91.5 mg of 2-amino-5-bromopyridine (0.529 mmol) were used. Flash chromatography was
performed (CH,Cl,-EtOAc, 95:5).

Aspect: light brown solid

Yield: 79 mg, 57%

TLC: (CH,CI,/ EtOAc, 95:5): Rf = 0.4

'"H NMR (CDs0D, 300 MHz), é (ppm): 8.68 (dd, J = 1.8 and 0.9 Hz, 1H, Hs); 8.02 (s, 1H, H;); 7.58
(dd, J =1.3 and 0.8 Hz, 1H, Hs:); 7.44 (m, 2H, Hyanqs); 6.88 (d, J = 3.3Hz, 1H, Hs.); 6.56 (dd, J= 3.4
and 1.8 Hz, 1H, H,,).

C NMR (CD;0OD, 75 MHz),  (ppm): 148.5 (C,), 143.8 (Ce), 142.5 (Cs.), 137.6 (C,), 129.1 (C),
126.8 (Cs), 116.3 (Cg), 111.2 (Cy4-), 108.7 (C3), 106.9 (Cs:), 106.8 (Co).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 262.9 - 264.9
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5 s 10 o— 6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine
B
"~ Nxz_@({ M = 332.02, 334.01 g/mol
TSN CusH13BIN;O,

Melting point: 160.5°C
186

The expected product was obtained by protocol Q.

To a solution of 0.192 g of 2-bromo-1-(3,4-dimethoxyphenyl)ethan-1-one (0.783 mmol) 178 in
ethanol (3.1 mL) and 0.135 g of 2-amino-5-bromopyridine (0.783 mmol) were used. Flash
chromatography was performed (CH,Cl,-MeOH, 95:5).

Aspect: gold yellow solid

Yield: 100 g, 57%

TLC: (CH,CI,/ MeOH, 95:5): Rf = 0.4

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), d(ppm) : 8.68 (g, J = 0.9 Hz, 1H, Hs); 8. 14 (s, 1H, Hs); 7.55 - 7.38
(m, 4H, H7 g 10and14); 7.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hy3); 3.94 (s, 3H, OCHy); 3.89 (s, 3H, OCHy).

“C NMR (CD;0D, 75 MHz), d(ppm) : 149.5 (Cij ang 12), 145.0 (Cy), 128.6 (CHa, OF Cyar), 127.6
(CHar or Cyar), 127. 1(CHs), 126.7 (CHar OF Cgar), 118.6 (CHar Or Cyar), 116.2 (CHa, OF Cyar), 111.7
(CHar 0Or Cyar), 109.5 (CHa Or Cyar), 108.7 (C3), 106.7 (CHa, O Cyar), 55.0 (OCH3).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 332.9 -334.9

Br S 3 10 1 (6-bromo-2-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)ammonium bromide
7@}_26 1, M =287.00, 289.00, 367.93, 369.93 g/mol
8 NH, . 14 13 ClngloNgBT.HBr
Melting point >400°C
189
The expected product was obtained by protocol R.
A solution of 0.250 g of 2,3-diamino-5-bromopyridine (1.33 mmol) in cyclohexanone (1.33 mL) and

0.318 g of 2-bromo-1-(phenyl)ethanone (1.6 mmol) 179 were used.

Aspect: light brown powder

Yield: 0.440 g, 90%

TLC: (CH,CI/ MeOH, 99:1): Rf = 0.1

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), & (ppm): 8.45 (s, 1H, Hs); 8.34 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Hs); 7.93 - 7.86 (m,
2H, Higang 14); 7.68 - 7.55 (m, 3H, Hy11213); 7.16 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H,).
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BC NMR (CD;0D, 75 MHz), é (ppm): 136.0 (C,); 133.9 (Cs); 132.0 (Cg ang 15); 130.6 (Cy2); 129.4
(Crrand13); 125.9 (Coana 14); 116.4 (Cs); 113.5 (C7); 112.8 (Cg); 111.4 (Cy).
LCMS (ESI*): [M+H]" = 287.9 - 289.9

6 5 3 3 [6-bromo-2-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-yllammonium bromide
7NN 2y M = 199.07 , 279.00 g/mol
7 @M 5 ’ ;
8 N C11H10N30.HBI‘
2 Her Melting point; 240.7°C
190

The expected product was obtained by protocol R.

A solution of 78 mg of 2,3-diamino-5-bromopyridine (0.715 mmol) in cyclohexanone (1.1 mL) and
0.169 g of 2-bromo-1-(2-furyl)-ethanone (0.894 mmol) 177 were used. Flash chromatography was
performed (CH,Cl,-MeOH, 98:2).

Aspect: light brown solid

Yield: 13 mg, 8%

'"H NMR (CD50D, 300 MHz),  (ppm): 8.36 (s, 1H, Hs); 8.10 (d, J = 6 Hz, 1H, Hs); 7.80 (d, J = 1.5
Hz, 1H, Hs.); 7.26 (dd, J = 9.0 and 6.1 Hz, 1H, H¢); 7.19 (d, J = 6.3 Hz, 1H, Hs); 7.07 (d, J = 9.1 Hz,
1H, H;); 6.71 (dd, J=3.5and 1.9 Hz, 1H, Hy).

BC NMR (CD30D, 75 MHz), § (ppm): 145.0 (C,); 141.5 (C,); 133.3 (Cg); 133.0 (Cy); 126.9 (Cy);
118.7 (Cs); 116.8 (Cs); 112.1 (Cy); 111.6 (Cy); 110.8 (Cs); 110.0 (Cs»).

LCMS (ESI*): [M+H]* = 201.1

Br S 3 3 4 [6-bromo-2-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-ylJammonium bromide
@m . M=27698,278.98, 357.91, 359.91 g/mol
N ©° C11HsN;OBr.HBr
NH2 Her Melting point >400.0°C
191

The expected product was obtained by protocol R.
A solution of 0.414 g of 2,3-diamino-5-bromopyridine (2.2 mmol) in cyclohexanone (2.2 mL) and

0.500 g of 2-bromo-1-(2-furyl)-ethanone (2.65 mmol) 177 were used. The reaction was stirred at
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130°C over night.

Aspect: light brown powder

Yield: 0.560 g, 71%

TLC: (CH.CI,/ MeOH, 8:2): Rf =0.3

'"H NMR (CD;0OD, 300 MHz), & (ppm): 8.36 - 8.31 (M, 2H, Hs 4.4 5); 7.83 (dd, J = 1.8 and 0.6 Hz,
1H, Hs.); 7.18 - 7.13 (m, 2H, H7 4n43); 6.73 (dd, J = 3.5 and 1.8 Hz, 1H, H,’).

C NMR (CD;0D, 75 MHz), ¢ (ppm): 145.2 (C;.), 141.2 (C,), 133.8 (C,), 131.1(Ce), 127.3 (C,),
116.5 (Cs), 113.7 (C;), 112.8 (Cg), 112.1 (CH4), 110.9 (Cs), 110.0 (Cs).

LCMS (ESIY): [M+H]"=277.9 - 279.9

o 5 5 10 O— 6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-
Z N/\\—@—O/ amine hydrobromide

7 N M = 347.03, 349.02, 427.96, 429.95 g/mol

C1sH14N30,Br.HBr

Melting point >400.0°C
192

The expected product was obtained by protocol R.

A solution of 0.060 g of 2,3-diamino-5-bromopyridine (0.30 mmol) in cyclohexanone (0.5 mL) and
0.085 g of 2-bromo-1-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanone (0.33 mmol) 178 were used. The reaction was
stirred at 130°C overnight.

Aspect: brown powder

Yield: 39 mg, 29%

TLC: (CH,Cl,/ EtOAc, 8:2): Rf = 0.5

'"H NMR (DMSO- ds, 300 MHz), & (ppm): 8.72 (s br, 1H, Hs); 8.57 (s br, 1H, Hs); 7.77 (d, J= 1.5 Hz,
1H, Hy); 7.74 (dd, J= 8.5 and 1.5 Hz, 1H, Hy,); 7.41 (d, J= 8.5 Hz, 1H, Hy3); 7.15 (s br, 1H, Hy);
4.12, 4.07 (s, 3H, Hyp and Hyy).

BC NMR (DMSO- dg, 75 MHz), & (ppm): 150.9, 149.7, 136.5, 134.8, 132.3 (C Ar) ; 122.7 (Cys) ;
115.8 (Cs) ; 112.6 (Cy3) ; 112.1 (C Ar) ; 111.61 (C;) ; 111.1 (C3) ; 110.2 (Cyo) ; 56.5, 56.2 (OCHy).
LCMS (ESI*): [M+H]" = 348.0 - 350.0
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HCl [2-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridin-5-ylJammonium chloride
NH2 M = 199.07, 235.05 g/mol

6 ZINR__/ C1.HeN5O.HCI
7Qm12 e

Melting point: 238.7°C

194
The expected product was obtained by protocol Q.
A solution of 0.200 g of 2-bromo-1-(2-furyl)ethanone (1.06 mmol) 177 in ethanol (4.24 mL) and
0.115 g of 2,6-diaminopyridine (1.06 mmol) were used. HPLC chromatography purification was
performed (method: prep 20 min pH 9) to give expected compound as a beige solid.

Aspect: beige solid

Yield: 5 mg, 2%

'"H NMR (CDs0D, 300 MHz), & (ppm): 8.30 (s, 1H, Hs); 7.80 (dd, J = 1.8 and 0.8 Hz, 1H, H;,); 7.76
- 7.73 (M, 1H, Ha); 7.1 (d, J = 35 Hz, 1 H, Hyo); 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Hay); 6.72 (dd, J = 3.5 and
1.7 Hz, 1H, Hy;); 6.59 (dd, J = 8.1 and 0.8 Hz, 1H, H).

*C NMR (CD;0D, 75 MHz), & (ppm): 144.6 (Cy;), 136.1 (CHa); 112.0 (Cyy); 110.3 (Cyo); 1035
(C3); 96.9 (Cy); 95.6 (CHay).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 200.0

6-(2-furyl)-2-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridine
M = 260.09 g/mol

C17H12N2O

Melting point: 179.1°C

195
The expected product was obtained by protocol S.
A solution of 0.173 g of 6-bromo-2-(phenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (0.633 mmol) 183 in DMF
(0.425 mL), 0.106 g of 2-furanboronic acid (0.950 mmol), 2.42 mL of aqueous K3PO,4 2M solution
and 73 mg of Pd(PPhs), (0.063 mmol) were used. Preparative HPLC purification was performed

(method: prep 20 min, pH 9).

Aspect: yellow solid
Yield: 37m g, 22%
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'H NMR (CD;0D, 300 MHz), & (ppm): 8.70 (d, J = 0.7 Hz, 1H, Hs); 8.16 (s, 1H, Hs); 7.91 - 7.88 (m,
2H, Hip and Hyy); 7.59 (d, J = 1.5 Hz, 2H, H;); 7.56 - 7.51 (m, 1H, Hg); 7.45 - 7.40 (m, 2H, Hy; and
Hi3); 7.35-7.30 (m, 1H, Hyy); 6.81 (d, J = 3.4 Hz, 1H, H:); 6.56 (dd, J = 3.4 and 1.8 Hz, 1H, H;").
“C NMR (CD;0D, 75 MHz), 6 (ppm): 150.3 (Cga); 145.4 (Cy); 144.5 (Cy); 142.5 (CHa); 133.1
(Cis); 128.4 (Cyy and Cy3); 127.8 (Cyp); 125.6 (Cyp and Cyy); 122.9 (CHap); 120.9 (Cs); 117.8 (Cy);
115.8 (CHay); 111.5 (Cs:); 109.6 (Cs); 105.9 (Cy).

LCMS (ESI): [M+H]" = 261.0

HPLC: C, column: t(R) = 7.9 min, purity > 99%

Cis column: t(R) = 21.7 min, purity > 99%

3 g 2,6-bis(2-furylimidazo[1,2-a]pyridine
M = 250.07 g/mol
NN/ g
7 =N O~ 12 Ci5H10N,0;
8 Melting point; 118.2°C
196

The expected product was obtained by protocol S.

A solution of 0.105 g of 6-bromo-2-(furan-2-yl)imidazo[1,2-a]pyridine (0.399 mmol) 185 in DMF
(1.0 mL), 66 mg of 2-furanboronic acid (0.59 mmol), 1.5 mL of aqueous Ks;PO, 2M solution and 46
mg of Pd(PPhs), (0.04 mmol) were used. Flash chromatography was performed (CH,Cl,).

Aspect: yellow grey powder

Yield: 80 mg, 80%

TLC: (CH,Cl,/ MeOH, 95:5): Rf = 0.4

'H NMR (CD50D, 300 MHz),  (ppm): 8.79 (s, 1H, Hs); 8.10 (s, 1H, Hs); 7.68 (dd, J = 9.4 and 1.7
Hz, 1H, H;); 7.64 - 7.59 (M, 2H, Hy: 44 12); 7.55 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Hg); 6.86 (dd, J = 12.2 and 5.4Hz ,
2H, Higand 10); 6.59 - 6.53 (M, 2H, Hs: 4nq 11)-

C NMR (CDs;OD, 75 MHz), é (ppm): 150.2 (Cs), 148.8 (Ci3), 144.4 (C,), 142.5 (CHyy), 142.3
(Cy), 137.4 (Cy), 123.3 (C5), 121.0 (Cs), 117.9 (Cy), 115.6 (Cs), 111.4 (Cyy), 111.1 (Cs5-), 109.0 (Cy),
106.5 (Cyp), 105.9 (Cy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 251.0

HPLC: C4 column: t(R) = 16.1 min, purity = 97%

Cyg column: t(R) = 22.0 min, purity = 96%

34 o 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridine
/\ 5 3 19 ST

2 S A AN \ :/< o/ M =:320.12 g/mol
7 X =N 2 Ci9H16N204

8 14 13 Melting point: 159.6°C
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197
The expected product was obtained by protocol S.
A solution of 0.103 g of 6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (0.308 mmol) 186
in DMF (1.0 mL), 50 mg of 2-furanboronic acid (0.447 mmol) , 1.5 mL of aqueous K3;PO, 2M
solution and 80 mg of Pd(PPhg), (0.024 mmol) was used. Flash chromatography was performed
(CH,CI,-EtOAcC, 80:20).

Aspect: pink powder

Yield: 100 g, 52%

TLC: (CH,CI,/ EtOAc, 95:5): Rf = 0.5

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), & (ppm): 8.78 - 8.73 (m, 1H, Hs); 8.18 (s, 1H, Hs); 7.65 (dd, J = 9.4
and 1.7 Hz, 1H, Hy); 7.66 - 7.52 (m, 3H, Hi¢, 13 ana2°); 7-49 (dd, J = 8.3 and 2.0 Hz, 1H, Hg); 7.02 (d, J
= 8.4 Hz, 1H, Hy,); 6.84 (d, J = 3.3 Hz, 1H, Hy); 6.57 (dd, J = 3.4 and 1.8 Hz, 1H, Hs.); 3.95 (s, 3H,
OCHy); 3.89 (s, 3H, OCH,).

3C NMR (CD;0D, 75 MHz), & (ppm): 150.3 (C3), 149.3 (Cq), 145.5 (C,), 144.4 (CHe), 142.5 (C,),
126.2 (CHar Or Cqyar), 122.7 (C5), 120.8 (Cs), 118.5 (Cg), 117.7 (CHar OF Cqar), 115.6 (Cioor13), 111.7
(C14), 111.5(Cs'), 109.4 (Cyigor13), 108.9 (Cs), 105.8 (Cy-), 55.8 (OCHy).

LCMS (ESI): [M+H]" = 321.0

HPLC: C, column: t(R) = 18.0 min, purity = 97%

Cys column: t(R) = 24.0 min, purity = 96%

3 4 6-(2-furyl)-2-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine
2 \ 5 3 10 11 M = 275.10 g/mol
0] Z NN
A2 12 Cy7H13N30
sNH2 14 13 Melting point: 82.6°C
198

The expected product was obtained by protocol S.

A solution of 0.154 g of (6-bromo-2-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)ammonium bromide (0.417
mmol) 189 in DMF (1.4 mL), 90 mg of 2-furanboronic acid (0.804 mmol), 2.04 mL of aqueous
K3PO,4 2M solution and 0.08 mg of Pd(PPhs), (0.041 mmol) were used. Flash chromatography was
performed (CH,Cl,-EtOAc, 95:5).

Aspect: brown crystalline powder
Yield: 95 mg, 83%

TLC: (CH.CI,/ EtOAc, 80:20): Rf = 0.5
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'H NMR (CD;0D, 300 MHz), & (ppm): 8.17 (d, J = 1.4 Hz, 1H, Hs); 8.12 (s, 1H, H); 7.94 - 7.86 (m,
2H, Hig ang 14); 7.56 (dd, J = 1.8 and 0.7 Hz, 1H, Hy); 7.49 - 7.41 (m, 2H, Hy; ang 13); 7.38 - 7.30 (M,
1H, Hy,); 6.76 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Hy); 6.71 (dd, J = 2.8 and 0.6 Hz, 1H, H4); 6.53 (9, J = 1.7 Hz, 1H,
Hs.).

C NMR (CD;0D, 75 MHz),  (ppm): 151.3 (Cy), 143.8 (Cy), 142.5 (C,"), 137.2 (Cs), 136.0 (Cy),
133.4 (Css), 128.4 (C11and 13), 127.6 (Cy2), 125.5 (Ciand 14), 119.1 (Cs), 111.2 (C5:), 110.6 (Cs), 110.3
(Cs), 105.1 (Cy4:), 99.8 (Cy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 276.0

HPLC: C, column: t(R) = 18.1 min, purity = 95%

Cis column: t(R) = 24.4 min, purity = 97%

3 4 2,6-bis(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine
N 53w M= 26508 g/mol

T Y NN/
NN /\_Q 12 C1sH11N30;

7 SN 2
NH, Melting point: 124.7°C

2

199
The expected product was obtained by protocol S.
A solution of 60 mg of 6-bromo-2-(furanyl)imidazo[1,2-a]pyridine (0.167 mmol) 191 in DMF (0.425
mL), 28 mg of 2-furanboronic acid (0.251 mmol), 0.638 mL of K3;PO, 2M solution and 19.3 mg of
Pd(PPh3), (0.017 mmol) were used. Preparative HPLC purification was performed (method: prep 20
min, pH 9).

Aspect: beige solid

Yield: 37mg, 9%

'H NMR (CDCls, 300 MHz), é (ppm): 8.18 (d, J = 1.4 Hz, 1H, Hs); 8.01 (s, 1H, Hs); 7.61 (dd, J =
1.8 and 0.7 Hz, 1H, CHy,); 7.57 (dd, J=1.3 and 0.7 Hz, 1H, CH,/); 6.88 (dd, J = 3.4 and 0.6 Hz, 1H,
CHp); 6.85 (d, J=1.4 Hz, 1H, Hy); 6.75 (dd, J = 3.4 and 0.5 Hz, 1H, CH,,); 6.58 (dd, J=3.4and 1.8
Hz, 1H, Hyy); 6.54 (dd, J = 3.4 and 1.9 Hz, 1H, H3.).

B3C NMR (CDCls, 75 MHz), & (ppm): 150.8 (Cqa,); 147.8 (Cqa,); 142.5, 142.4 (CH,,); 137.5 (Cy);
135.4, 134.5 (CHar Or Cqa,); 119.8 (Cg); 111.4, 111.3 (CHp,); 110.9 (Cs); 109.8 (Cs); 106.7, 105.7
(CHap); 101.2 (Cy).

LCMS (ESI*): [M+H]" = 266.1

HPLC: C, column: t(R) = 8.3 min, purity = 95%

Cyg column: t(R) = 17.4 min, purity = 99%
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3 4 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-
7 5 3 10 O—

2 S5 AN o/ amine
=N 2 M = 335.13 g/mol

7
NH, 14 13 C1oH17N303

200 Melting point: 124.7°C

The expected product was obtained by protocol S.

A solution of 0.100 g of -6-bromo-2-(3,4-dimethoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine (0.233
mmol) 191 in DMF (0.57 mL), 39 mg of 2-furanboronic acid (0.35 mmol), 0.89 mL of K3;PO, 2M
solution and 26.9 mg of Pd(PPhs), (0.023 mmol) were used. Flash cromathographie was performed
(CH,CI,-EtOAC, 90:10).

Aspect: black solid

Yield: 59 mg, 69%

'"H NMR (DMSO-ds, 300 MHz), 6 (ppm): 7.95 (d, J= 1.3 Hz, 1H, Hs); 7.72 (s, 1H, Hs); 7.57 (d, J=
1.9 Hz, 1H, Hy); 7.45 (d, J= 1.7 Hz, 1H, Hy,); 7.44 (dd, J= 8.4 and 2.1 Hz, 1H, Hy,) ; 6.93 (d, J= 8.4
Hz, 1H, Hi3); 6.59 (d, J= 1.3 Hz, 1H, H,) ; 6.55 (d, J= 3.2 Hz, 1H, Hy;) ; 6.48 (dd, J= 3.2 and 1.7 Hz,
1H, Hig).

C NMR (DMSO-ds, 75 MHz), & (ppm): 151.4 (Cy), 149.22, 148.9 (Cy; and Cy,); 144.5 (C,); 142.0
(Cig); 138.8 (Cq); 135.4 (Co); 126.7 (Cys); 118.4 (Cs) 111.6 (Cyg); 111.3 (Cs and Cys); 109.3 (Cyg);
109.1 (Cs); 105.3 (Cy7); 99.8 (C7); 56.0 (OCHy).

LCMS (ESI"): [M+H]" = 336.1

2-(2-furyl)-6-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridine
10 M = 260.09 g/mol

- N CuHLN;0

0~ 12 . .
Melting point: 108.4°C

201
The expected product was obtained by protocol S.
A solution of 79 mg of 6-bromo-2-(2-furyl)imidazo[1,2-a]pyridine (0.300 mmol) 185 in DMF (0.75
mL), 54.9 mg of phenylboronic acid (0.450 mmol), 1.15 mL of K3PO,4 2M solution and 34.7 mg of
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Pd(PPhs3), (0.030 mmol) were used. Preparative HPLC purification was performed (method: prep 20
min, pH 9).

Aspect: black solid
Yield: 36m g, 46%
'H NMR (CDCls, 300 MHz),  (ppm): 8.24 (s, 1H, Hs); 7.80 (s, 1H, Hy); 7.68 (d, J = 12.0 Hz, 1H,
Hg); 7.56 - 7.52 (M, 2H, Hay); 7.49 - 7.45 (m, 2H, Har and Hyp); 7.45 - 7.43 (m, 1H, H;); 7.65 - 7.42
(m, 2H, Hy); 6.92 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H;,); 6.51 (dd, J = 3.4 and 1.8 Hz, 1H, Hy;).
C NMR (CDCls, 75 MH2), ¢ (ppm): 149.4 (Cya,); 144.8 (Co); 142.2 (Cyp); 138.2 (C,); 137.1 (Cq);
129.1, 128.0 (CHa); 126.9 (Cy); 126.0 (CHay); 122.9 (Cs); 117.1 (Cg); 111.7 (Cyy); 108.3 (Cs); 107.0
(Cra).
LCMS (ESI"): [M+H]" = 262.1
HPLC: C, column: t(R) = 7.8 min, purity > 99%

Cyg column: t(R) = 17.7 min, purity > 99%

2-(2-furyl)-6-phenyl-imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine
M = 275.11 g/mol

C17H13N3O

Melting point: 150.0°C

202
The expected product was obtained by protocol S.
A solution of 0.150 g of -bromo-2-(furyl)imidazo[1,2-a]pyridine (0.418 mmol) 191 in DMF (1.04
mL), 76.4 mg of phenylboronic acid (0.627 mmol), 1.60 mL of K3;PO, 2M solution and 48.3 mg of
Pd(PPhs3), (0.042 mmol) were used. Preparative HPLC purification was performed (method: prep 20

min, pH 9).

Aspect: grey solid

Yield: 34 mg, 30%

'H NMR (CD;0D, 300 MHz), é (ppm): 7.92 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Hs); 7.88 (s, 1H, Hs); 7.54 - 7.53 (m,
2H, CHap,); 7.52 - 7.50 (m, 1H, CHap,); 7.41 - 7.35 (m, 2H, CH,,); 7.33 - 7.28 (m, 1H, CH,,); 6.81 (dd,
J=3.5and 0.6 Hz, 1H, CHy,); 6.69 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H;); 6.53 (dd, J = 3.4 and 1.8 Hz, 1H, Hyy).
3C NMR (CD;0D, 75 MHz),  (ppm): 149.0 (Cqa,); 142.0 (CHa,); 138.5 (Cqa,); 137.8 (Cy); 135.7
(C,); 128.7 (Cg); 128.5, 127.3, 126.4 (CHa,); 112.8 (Cs); 111.1 (Cyy); 109.5 (Cs); 105.8 (CH,,); 103.6
(Co).

260



Partie expérimentale
LCMS (ESI): [M+H]" = 277.2

HPLC: C, column: t(R) = 8.3 min, purity = 99%
Cis column: t(R) = 18.7 min, purity > 99%
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3—- Pharmacological evaluations

3.1 - Binding assay to Ay, receptors

The Ay, binding assays were performed Dr. Luisa Lopes Group at the IMM (Institut of Molecular
Medecin, Portugal), according to Perkin Elmers protocol. The A, binding assays was carried out by
incubating HEK293 cell membranes (40 mg protein per tube) with [°H] ZM241385 (12 nM) and a
range of concentrations of tested compounds, at 25°C for 2 hours, in 50 mM Tris/HCI buffer (pH =
7.4). The final assay volume was 0.5 mL. Binding was terminated by rapid filtration through Wathman
GF/B filters, which were then washed with 9 x 1 mL ice-cold Tris-HCI solution and allowed to dry
before bound radioactivity was measured using liquid scintillation counting. Non specific binding was
determined, under similar conditions, but in presence of 50uL of 5 puM unlabeled ZM241385.
Inhibition constants (K;) were calculated from the 1Cs, values according to the method of Cheng and

Prusoff.3#2

3.2- Cell culture and cytotoxicity assay

The human neuroblastoma cell line (SY5Y) was cultured in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) (Gibco) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 pg/ml streptomycin, 100 Ul/ml
penicillin, 1 mM non-essential amino acids, 10 % (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma
aldrich) and grown at 37°C in a humidified incubator containing 5 % CO,,

Cells were seeded on 2000 cells per well onto 96-well plates in DMEM medium. Cells were
starved for 24 hours for culture synchronization and were then incubated in culture medium that
contained various concentrations of test compounds, each dissolved in less than 0.1 % DMSO. After
72 hours of incubation, cell growth was estimated by the colorimetric MTT (thiazolyl blue tetrazolium

bromide) assay.
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Summary
Adenosine is a ubiquitous neuromodulator able to regulate many physiological processes and plays an

important neuroprotective role in the central nervous system. Its effects are transmitted by four distinct
G protein receptor subtypes designated A, Aqa, Az, and As.. Ay, receptors (AxR) show a restricted
distribution, being characteristic of the dopamine enriched areas, the highest concentration being in the
caudate-putamen in brain, where it has an important role in neuronal signaling with this region and
potential involvement in neurologic disease of extrapyramidal origin.

In fact, A,y antagonism was shown to be a promising pharmacological target neurodegenerative
disease such as Parkinson’s disease (PD) and Alzheimer disease (AD). Currently, only three
compounds are still being tested in clinical phase for PD treatment. Even if they show good affinities
for the receptor, there is still a need for improving their ADME properties by keeping their selectivity
towards other adenosine receptors.

Thus, during this project, Tic-hydantoin was identified as a new ligand with a good affinity for the A,
receptor. Based on the recently published crystalline structure of the A, receptor complexed with the
selective and high-affinity antagonist ZM241385 and on a pharmacophoric model, we identified the
missing features needed for a good affinity in our molecule. We designed and evaluated in silico many
modulations around the heterocyclic ring. Tic-guanidin family was obtained after created a new
synthetic pathway. Moreover, 1700 molecules were originally designed and evaluated in silico.
Among families emerged as interesting, two of them, quinolizidinones and amino-imidazopyridines
were synthesized and evaluated in vitro toward their affinity for A,, receptor and their cytotoxicity
towards neuronal cells.

Résumé

L’adénosine est un neuromodulateur ubiquitaire impliqué dans différents processus physiologiques et
neuroprotecteurs du systeme nerveux central. Elle agit via quatre sous-types de récepteurs couplés a la
protéine G (A1, Az, Az et Ag). Le récepteur A, est fortement exprimé dans des régions riches en
dopamine, avec de fortes concentrations dans la zone du caudate-putamen du cerveau, ou il posséde un
role important dans la transmission neuronale et dans le processus dégénératif d’origine
extrapyramidale. Ainsi, le blocage du récepteur A,, s’est révélé étre une cible prometteuse pour le
traitement des maladies neurodégénératives telles la Maladie de Parkinson et la Maladie d’Alzheimer.
A ce jour, seulement trois composés sont en phase clinique dans le cadre du traitement de la maladie
de Parkinson. Toutefois, bien que trés affins, ils ne possedent pas des propriétés ADME optimales.
Ainsi, au cours de ce projet, la Tic-hydantoine a été identifiée comme étant un ligand avec une bonne
affinité vis-a-vis du récepteur. Aprés étude de fonctions manquantes dans cette molécule et en
respectant les éléments pharmacophoriques nécessaires pour une bonne activité, nous avons imaginé et
évalué dans la structure co-cristallisé du récepteur A,, et du ligand antagoniste de référence
ZM?241385 différentes modulations autour de 1’hétérocycle de base. Ceci a permis d’obtenir la famille
des Tic-guanidines qui a été synthétisée apres la mise au point d’un chemin synthétique original. De
plus, 1700 molécules ont été congues de novo et évaluées in silico. Parmi les familles ressorties
comme étant intéressantes, deux d’entre elles, les quinolizidinones et les amino-imidazopyridines ont
été synthétisées et évaluées in vitro afin de déterminer leur affinité vis-a-vis du récepteur A,, ainsi que
leur cytotoxicité vis-a-vis des cellules neuronales.



