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Optimisation de nouveaux agonistes topiques intestinaux du récepteur aux acides biliaires
TGRS5 pour le traitement du diabéte de type 2

Résumé

Le récepteur membranaire TGR5 (Takeda G Protein-coupled Receptor 5) est un récepteur
ubiquitaire sensible aux acides biliaires. Il est exprimé dans de nombreux tissus et organes dont
I'intestin (dans les cellules entéroendocrines L), la vésicule biliaire, les muscles lisses et
squelettiques, le tissu adipeux brun et dans certaines cellules immunitaires. Des études menées in
vitro et in vivo chez I'animal ont montré des effets bénéfiques de I'activation de TGR5 sur
I'homéostasie énergétique et glucidique. Il est maintenant communément admis que les effets
bénéfiques de TGR5 sur I'hnoméostasie du glucose sont, au moins en partie, médiés par sa capacité a
promouvoir la sécrétion de l'incrétine intestinale glucagon-like peptide-1 (GLP-1) au niveau des
cellules entéroendocrines L.

Cependant, de récentes expériences ont montré que l'activation de TGR5 par des agonistes
systémiques dans des modeéles animaux peut induire des effets non souhaités tels qu’une
augmentation du volume de la vésicule biliaire, des démangeaisons et des effets cardiovasculaires.
Afin de s’affranchir des effets non désirés d’agonistes systémiques de TGR5, le projet s’est orienté
vers le développement d’agonistes de TGR5 présentant une distribution tissulaire ciblée et limitée a
I'intestin et dont la biodisponibilité orale serait trés faible, voire nulle. Nous avons alors émis
I’hypothése qu’une activation de TGRS limitée a I'épithélium intestinal sans exposition systémique
permettrait d’obtenir des effets bénéfiqgues sur I'homéostasie du glucose, via I'effet GLP-1
sécrétagogue, tout en minimisant les effets non souhaités sur d’autres tissus ou organes exprimant
TGR5.

A partir des études de relations structure-activité obtenues au laboratoire sur une série
d’agonistes de TGR5, nous avons congcu des composés chimériques de la facon suivante : le
pharmacophore responsable de I'activité sur le récepteur TGR5 est lié, via un bras espaceur, a des
éléments structuraux appelés kinétophores qui ajustent les propriétés physicochimiques et
pharmacocinétiques de nos agonistes pour limiter leur absorption intestinale. Ainsi, I'objectif de ce
travail était d’obtenir des agonistes non systémiques de TGR5, puissants et originaux, exercant leur
action dans l'intestin afin de générer la preuve de concept in vivo de l'intérét d’utiliser de tels
agonistes dans le traitement du diabéte de type 2.

Une étude systématique de I'effet de kinétophores variés a été réalisée. Une trentaine de
composés ont été synthétisés en 8 a 12 étapes permettant l'identification d’agonistes puissants et
présentant des propriétés pharmacocinétiques en accord avec notre objectif d’obtention de
composés topiques intestinaux. Des études in vivo ont ensuite permis de valider |'effet GLP-1
sécrétagogue de certains composés. Enfin, I'évaluation d’un des meilleurs composés dans un
modele murin de diabéte nous a permis de valider I’"hypothése qu’un agoniste topique intestinal de
TGR5 peut avoir un effet bénéfique sur la tolérance au glucose.

Mots-clés : TGRS, agoniste, topique intestinal, GLP-1, incrétine, kinétophore
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Optimization of new topical intestinal agonists of the bile acid receptor TGR5 for the
treatment of type 2 diabetes.

Summary

The membrane receptor TGR5 (Takeda G Protein-coupled Receptor 5) is an ubiquitous
receptor sensitive to bile acids. It is expressed in many tissues and organs including the intestine (in
enteroendocrine L cells), the gallbladder, smooth and skeletal muscles, brown adipose tissue and in
some immune cells. In vitro and in vivo studies in animals have shown beneficial effects of TGR5
activation on energy and glucose homeostasis. It is now commonly accepted that the beneficial
effects of TGR5 on glucose homeostasis are, at least in part, mediated by its ability to promote the
secretion of the intestinal incretin glucagon-like peptide-1 (GLP-1) in enteroendocrine L cells.

However, recent experiments have shown that the activation of TGR5 by systemic agonists
in animal models can induce unwanted effects such as increased gallbladder volume, itching and
cardiovascular issues. In order to avoid the undesired effects of systemic agonists of TGR5, the
project focused on the development of TGR5 agonists with an intestine targeted distribution and a
very low oral bioavailability. Then, we hypothesized that the activation of TGR5 limited to the
intestinal epithelium without systemic exposure would promote the beneficial effects on glucose
homeostasis via the GLP-1 secretagogue effect, while minimizing systemic effects on other tissues or
organs expressing TGR5.

On the basis of structure-activity relationships on a series of TGR5 agonists developed in the
laboratory, we have designed chimeric compounds as follows: the pharmacophore responsible for
activity on the TGR5 receptor is bound, via a linker, at structural elements called kinetophores that
fine-tune the physicochemical and pharmacokinetic properties of our agonists to limit their
intestinal absorption. Thus, the aim of this work was to obtain powerful and original non-systemic
TGR5 agonists acting in the intestine to generate the in vivo proof of concept of the therapeutic
potential of such agonists in the treatment of type 2 diabetes.

A systematic study of the effect of various kinetophores was performed. About thirty
compounds have been synthesized in 8 to 12 steps allowing the identification of powerful agonists
with pharmacokinetic properties in accordance with our goal of obtaining topical intestinal
compounds. In vivo studies were then used to validate the GLP-1 secretagogue effect of some
compounds. Finally, evaluation of one of the best compounds in a murine model of diabetes allowed
us to validate the hypothesis that a topical intestinal agonist of TGR5 can have a beneficial effect on
glucose tolerance.

Keywords: TGR5, agonist, topical intestinal, GLP-1, incretine, kinetophore



Avant-propos

Ces travaux de recherche ont été effectués au sein de I'équipe du Professeur Benoit
Déprez, sous la direction du Docteur Julie Charton, dans I'unité INSERM U1177 Médicaments et
Molécules pour Agir sur les Systémes Vivants.

Les expériences de pharmacodynamie in vitro et in vivo présentées dans ce manuscrit
ont été réalisées et sont I'aboutissement d’une étroite collaboration avec les membres de
I’équipe INSERM U1011 Récepteurs nucléaires, Maladies Cardiovasculaires et Diabéte dirigée
par le Professeur Bart Staels.

Les expériences ADME in vitro et in vivo présentées dans ce manuscrit ont été réalisées
par la plateforme ADME du laboratoire (U1177).

Les expériences de perméabilité Caco-2 ont été effectuées en collaboration avec le
Laboratoire de la Barriere Hémato-Encéphalique EA2465 (LBHE) de Lens dirigé par le Professeur
Fabien Gosselet.

Les expériences RMN ont été effectuées au Laboratoire d'Application de Résonance
Magnétique Nucléaire (LARMN) dirigé par le Professeur Nathalie Azaroual.
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Introduction

Introduction

Les modifications du mode de vie actuel dans les pays industrialisés (sédentarité,
surnutrition) ont conduit a une augmentation de la prévalence du diabéte de type 2 et de ses
complications métaboliques. Les chiffres prévisionnels alarmants ont poussé I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) a qualifier cette pathologie d’« épidémique ».

Le diabéte de type 2, dit non-insulinodépendant, représente 90% des cas de diabete. Il
se caractérise par une résistance a l'insuline, et donc a une mauvaise utilisation du glucose par
I'organisme. Cette résistance entraine la production accrue d’insuline par les cellules
pancréatiques conduisant a un épuisement du pancréas et aboutissant a terme a une
insulinopénie. Malgré I'existence d’'un grand nombre d’outils thérapeutiques, les traitements
actuels ne permettent souvent pas un abaissement suffisant du glucose sanguin et/ou sont
souvent associés a des effets secondaires, dont des épisodes d’hypoglycémie, des problémes
gastro-intestinaux, une prise de poids corporel et une perte d’efficacité au cours du temps.

La production d’insuline en réponse a une prise alimentaire n’est pas le seul effet
responsable de la régulation de la glycémie. En effet, différentes hormones sécrétées au niveau
du tractus gastro-intestinal préparent I'organisme a la digestion. Dans l'intestin, des hormones
jouant ce réle sont importantes: le Glucose independant Insulinotropic Peptide (GIP), le
Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1), le Glucagon-Like Peptide 2 (GLP-2), I'Oxyntomoduline (OXM) et
le peptide YY (PYY). Le GLP-1 est une hormone sécrétée par les cellules entéroendocrines L de
I'intestin et exerce ses effets sur divers tissus et organes. Le GLP-1 induit une augmentation de
la production d’insuline au niveau pancréatique, diminue la production hépatique de glucose,
diminue I'appétit et ralentit la vidange gastrique. Ces différents effets permettent une meilleure
utilisation des nutriments par I'organisme et montrent I'intérét de ce systeme incrétine dans un
traitement antidiabétique.

D’ailleurs, parmi les traitements pharmacologiques utilisés actuellement pour le diabéte
de type 2, les inhibiteurs de la DiPeptidylPeptidase IV (DPP-IV) et les incrétinomimétiques sont
deux classes pharmacologiques qui ciblent le systéme incrétine. La DPP-IV est I'enzyme
responsable de la demi-vie trés courte du GLP-1 et les incrétinomimétiques sont des peptides
agonistes du récepteur au GLP-1, résistants a la dégradation par la DPP-IV. Le systéme incrétine
étant un moyen puissant de régulation de la glycémie, une nouvelle stratégie émergente
s'intéresse a la stimulation de la sécrétion de GLP-1 endogene. L'obtention d’agonistes du
récepteur membranaire sensible aux acides biliaires TGR5, est une stratégie prometteuse pour
atteindre cet effet sécrétagogue.
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TGR5 est un récepteur membranaire découvert en 2002-2003 dont les ligands naturels
sont les acides biliaires. L'expression de TGR5 étant ubiquitaire, son activation est a I'origine de
divers effets biologiques. Au niveau des cellules entéroendocrines L intestinales, I'activation de
TGR5 conduit a 'augmentation de la sécrétion de GLP-1. En plus de ces effets bénéfiques sur
I’'hnoméostasie du glucose, TGR5 joue également un role positif dans ’lhoméostasie énergétique,
au niveau du tissu adipeux brun et des muscles. Ces effets renforcent I'intérét croissant de
I'industrie pharmaceutique pour le développement d’agonistes de TGR5, pour le traitement du
diabéte de type 2 et de ses complications métaboliques. Cependant, des études dans des
modeéles précliniques d’agonistes systémiques de TGR5 ont révélé des effets indésirables,
comme une augmentation de la vésicule biliaire, ou encore du prurit.

Une stratégie, pour l'obtention d’agonistes n’induisant pas ces effets secondaires,
consiste a concevoir des composés, non systémiques, ayant une distribution controlée limitée a
I'intestin. La modulation des propriétés physicochimiques, conduisant a I'‘obtention de
composés tres polaires ou au contraire trés lipophiles, ou bien encore a haut poids moléculaire,
font parties des stratégies permettant de limiter cette absorption intestinale. Des médicaments,
sur le marché, utilisent déja ces diverses approches pour obtenir des composés qui n’exposent
pas ou peu la circulation systémique, dans le cadre d’applications thérapeutiques variées.

Ainsi, I'objectif de cette thése est de répondre a la problématique suivante : un agoniste
topique intestinal du récepteur TGR5 peut-il avoir un effet sur ’'homéostasie du glucose, sans
déclencher les effets secondaires connus des agonistes systémiques de TGR5 ?

Je commencerai par présenter brievement le contexte de la pathologie d’intérét, et nous
nous intéresserons plus particulierement au réle de la voie incrétine, dans le traitement du
diabéte de type 2. Puis je présenterai le récepteur TGR5 et un état de 'art des agonistes de ce
récepteur décrits dans la littérature. Les différentes techniques utilisées dans la littérature pour
obtenir des composés a action ciblée dans l'intestin seront ensuite détaillées. Je présenterai
alors la stratégie « kinétophore » mise en ceuvre avec la conception, la synthése et I'évaluation
in vitro et in vivo de composés fonctionnalisés par divers groupements kinétophores.
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l. Le diabéte

Depuis une trentaine d’années, la sédentarité et la surnutrition ont provoqué une
augmentation de l'incidence de I'obésité dans les pays industrialisés avec un risque accru de
développer d’autres maladies métaboliques comme I'hypertension artérielle, les dyslipidémies
ou encore le diabéte de type 2. Malgré I'existence d’un grand nombre d’outils thérapeutiques, il
subsiste un trés grand besoin médical pour les maladies métaboliques et notamment pour le
diabéte de type 2.

A. Généralités

Le diabeéte, défini par une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L, est caractérisé par une
mauvaise utilisation du glucose sanguin par I'organisme et apparait lorsque le pancréas ne
produit plus assez d’insuline ou quand le corps humain n’arrive plus a utiliser cette insuline
efficacement.

Le diabete est une pathologie qui atteint des proportions qualifiées « d’épidémiques »
par I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Alors qu’en 1980, le nombre de diabétiques
était estimé a 108 millions?, en 2015, cette maladie touche prés de 10% de la population
mondiale, soit 415 millions de personnes. Les prévisions pour 2040 sont alarmantes avec une
croissance de 65% de la population diabétique représentant pres de 650 millions de personnes.
Le diabéte de type 2 est actuellement la 5™ cause de décés dans le monde d’aprés les
derniéres estimations de ’'OMS (Figure 1) 3 4.

North America and

Caribbean
44.3 million & i
260.5 million = ** ¥ ) i u, -«
Bk S Europe

59.8 million

071.1 mllhon \

g Mlddlc East nullq. .
North Africa ’
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. = L
South East\, s -
" Asia \‘* : ™

Africa f ' 140.2 million
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South and

Central America
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7’

Figure 1 : Estimation du nombre de personnes diabétiques a travers le monde en 2015 et les prévisions pour 2040
(20 - 79 ans)?®
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Il existe 3 principaux types de diabete :

- Le diabete de type 1, dit insulinodépendant, caractérisé par une hyperglycémie
due a une déficience du pancréas a produire l'insuline. Les patients doivent alors subir des
injections quotidiennes d’insuline pour réguler leur glycémie.

- Le diabete de type 2, dit non-insulinodépendant, caractérisé par une résistance a
I'insuline et une mauvaise utilisation du glucose par I'organisme.

- Le diabéte gestationnel correspondant a une hyperglycémie apparaissant
pendant la grossesse et pouvant donner suite a un diabete de type 2.

Nous ne nous intéresserons dans ce travail qu’au diabéte de type 2 et a ses
complications métaboliques.

Parmi les 415 millions de malades, 91% ont un diabéte de type 2 et en plus s’ajouterait
193 millions de personnes qui ne sont pas encore diagnostiquées diabétiques et seraient donc
susceptibles de développer des complications liées a cette pathologie3. Quel que soit le type de
diabéte, si la pathologie n’est pas controlée, le taux de mortalité élevé (5 millions en 2015) est
principalement d0 a une toxicité vasculaire. En effet, I'atteinte au niveau macrovasculaire
entraine des complications cardiovasculaires, premiére cause de déces dans le monde. Les
maladies cardiovasculaires qui accompagnent le diabéte sont des arréts cardiaques, des
maladies artérielles périphériques ou encore des insuffisances cardiaques. Des facteurs comme
I’hypertension ou un taux de cholestérol élevé contribuent a I'augmentation du risque de
développer des maladies cardiovasculaires. Au niveau microvasculaire, les complications sont
nombreuses et peuvent atteindre les yeux (cécité), les reins (néphropathie), les nerfs
(neuropathie) ou les pieds (pied diabétique). Toutes ces complications sont résumées en Figure
2.

Systéme nerveux central e
(Accident vasculaire cérébral) Yeux

@ -
(Cécité)

Q? Coeur
(Maladies cardiovasculaires)

Rein
(Néphropathie) "
}}3 Systéme nerveux périphérique
(Neuropathie, Amputation)
Pied diabétique G
(ulcere)

Figure 2 : Complications majeures du diabéte3?
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B. Traitements actuels

La prévention et le traitement du diabéte ont pris un essor considérable depuis la
découverte de l'insuline par Frederick Banting et Charles Best en 1921, et ont permis le
développement tres rapide de traitements permettant d’augmenter de fagon trés importante
I'espérance de vie des patients®. Les traitements pharmacologiques actuellement mis en place
pour pallier a cette insuffisance de I'organisme a gérer le taux de glucose sanguin consistent a
atteindre un contréle glycémique satisfaisant :

- une glycémie a jeun comprise entre 0,7 et 1,3 g/L,
- une glycémie postprandiale (1 a 2h apreés le repas) inférieure a 1,8 g/L,

- et un pourcentage d’hémoglobine glyquée, reflet de la glycémie sur une longue
période (2 a 3 mois), inférieure a 7% (HbA1lc).

Le traitement de premiére intention pour cette pathologie consiste a mettre en place
des mesures hygiéno-diététiques. Ces dernieres vont entrainer une modification des habitudes
de vie comme une modification de I'alimentation ou encore I'activité physique. Ces mesures
hygiéno-diététiques conduisent a une perte de poids d’au moins 5% pour les patients en
surpoids. La pratique de sport ou encore une alimentation équilibrée et saine peuvent
permettre d’empécher des modifications trop importantes de la glycémie, mais également
prévenir I'apparition de diverses complications. Il arrive que la mise en place de ces mesures
hygiéno-diététiques ne suffise pas a réguler le taux de glucose sanguin. Dans ce cas, les
médecins utilisent alors un algorithme de traitement pour permettre la diminution du taux
d’HbA1c (Figure 3)°.

Le traitement a la metformine est mis en place trés rapidement aprés le dépistage, en
plus des mesures hygiéno-diététiques. Si le pourcentage d’hémoglobine glyquée fixé n’est pas
atteint au bout de trois mois, une combinaison de la metformine avec un des six traitements
proposés pour la double thérapie est donnée au patient. Le choix de la classe de médicament
est décidé en fonction des caractéristiques de cette derniére, mais également en fonction de
I'objectif fixé et des effets secondaires plus ou moins importants qu’elle peut générer. De la
méme facon, si au bout de trois mois supplémentaires le taux d’'HbAlc n’est pas diminué, une
triple combinaison est envisagée. Chez certains patients, la combinaison de trois agents anti-
hyperglycémiques ne permet pas un abaissement suffisant du taux de glucose sanguin
conduisant a I'administration d’insuline.
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Figure 3 : Algorithme de traitement (SGLT2-i : inhibiteurs de SGLT-2, SU : sulfonylurées, TZD : thiazolidinediones, DPP-4-i :
inhibiteurs de la DPP-4, GLP-1-RA : Agonistes du récepteur au GLP-1)

Cependant, les traitements actuels ne permettent pas toujours un abaissement suffisant
du taux de glucose sanguin. lls sont souvent associés a des effets secondaires, dont des épisodes
hypoglycémiques, des problémes gastro-intestinaux, une prise de poids corporel et une perte
d’efficacité au cours du temps qui entrainent une diminution de I'observance chez les patients.
Il est donc nécessaire de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour traiter le
diabéte de type 2, afin de rétablir le contréle glycémique s’attaquant également aux
déséquilibres métaboliques sous-jacents.

C. Focus sur la voie incrétine’- 8

1. Généralités

Les incrétines sont des hormones libérées par l'intestin en réponse a une prise
alimentaire. Le concept d’incrétine a été décrit dans les années 1930 pour exposer les
observations indiquant que I'administration de glucose par voie orale était associée a une plus
forte augmentation de la sécrétion d’insuline par rapport a une administration par voie
intraveineuse®. Leffet incrétine compte pour prés de 50% de la sécrétion d’insuline totale,
caractérisant ces incrétines d’insulinotropiques de facon strictement glucose-dépendantes?®.
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Il existe deux hormones incrétines : le GIP (Glucose-Dependant Insulinotropic Peptide)
et le GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1). Le GIP est un peptide de 42 acides aminés issu d’un
processus post-transcriptionnel du proGIP par la prohormone convertase 1/3 (PC 1/3) dans les
cellules entéroendocrines K. Le GLP-1, peptide composé de 30 acides aminés, est le produit du
clivage post-transcriptionnel du géne du proglucagon par la PC 1/3 dans les cellules
entéroendocrines L intestinales!!. Le GLP-1 actif est généré a partir du GLP-1(1-37) et existe
sous deux formes : le GLP-1(7-37) et le GLP-1(7-36)amide. Ce dernier représente la majorité du
GLP-1 plasmatique®?. Tous ces peptides contiennent une alanine en position 2 et sont trés
rapidement dégradés par la DiPeptidylPeptidase IV (DPP-IV), enzyme de la famille des sérines
protéases, responsable de la demi-vie trés courte du GLP-1 (1 a 2 min)*3. En plus de cette rapide
inactivation par la DPP-1V, ces hormones incrétines sont également rapidement excrétées par
les reins (ti2 ~ 5 min).

2. Le GLP-1 et ses effets biologigues

Le GLP-1 est un peptide sécrété par les cellules entéroendocrines L intestinales qui
représentent environ 1% des cellules épithéliales intestinales et sont majoritairement présentes
dans la partie distale de I'intestin®. Il exerce ses effets, via I'activation de son récepteur (GLP-
1R), dans de nombreux tissus et types cellulaires comme les ilots pancréatiques, le systéme
nerveux central et périphérique, le tractus gastro-intestinal, le coeur, les reins et le foie.

Le GLP-1 entraine des effets divers au niveau du pancréas : I'effet majeur de cette
incrétine est son effet insulinotropique, puisqu’il induit une libération d’insuline glucose-
dépendante par les cellules B pancréatiques. En effet, il a été démontré qu’en présence de
I'antagoniste du GLP-1R, I'exendine 9-39, la sécrétion d’insuline en réponse a une prise
alimentaire était supprimée®. De plus, le GLP-1 induit une diminution de la sécrétion de
glucagon par les cellules a pancréatiques par action directe du GLP-1 sur son récepteur a la
surface de ces cellules, et également par action indirecte, résultant d’un effet paracrine du GLP-
1 sur les cellules B et 6 (augmentation de la sécrétion de somatostatine par les cellules §). Le
GLP-1 améliore également la prolifération des cellules B et inhibe leur apoptose via le géne Pdx-
1 et la réduction de I’expression de caspase-312.

D’autres effets ont également été reportés :

- dans le cerveau : I'administration de GLP-1 conduit a une augmentation de la
sensation de satiété, une diminution de I'appétit favorisant la perte de poids, et un effet
neuroprotecteur sur les cellules neuronales?” %8,
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- au niveau gastro-intestinal : le GLP-1 ralentit la vidange gastrique et la sécrétion
gastrique acide en réponse a une prise alimentaire, via des mécanismes complexes induisant
ainsi une diminution de la motilité intestinale?.

- au niveau cardiaque : I'effet protecteur et anti-apoptotique du GLP-1, cité pour
les cellules pancréatiques, est également retrouvé dans les cellules cardiaques'®. De plus, le
GLP-1 conduit a une amélioration des fonctions cardiovasculaires comme la pression artérielle
dans des modéles pathologiques?®.

- dans le tissu adipeux : le GLP-1 stimule I"absorption de glucose et la lipolyse®®.

- au niveau rénal : le GLP-1 provoque des réponses natriurétiques et diurétiques
associées avec une augmentation de la filtration glomérulaire?®.

Tous ces effets, que je viens de décrire, sont résumés dans la Figure 4 ci-apreés.
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3. Intérét de cibler la voie incrétine dans le traitement du diabéte de type 2

Tout d’abord, cibler la voie incrétine permet d‘avoir des effets positifs sur la régulation
de la glycémie (augmentation de la sécrétion d’insuline, diminution de la sécrétion de glucagon,
diminution de la vidange gastrique, augmentation de la sensation de satiété...). En plus de ces
effets, le GLP-1 a un effet neutre ou bénéfique sur le poids et préserve les fonctions
pancréatiques, cardiaques et rénales.

Parmi les traitements pharmacologiques utilisés actuellement pour le diabéete de type 2,
les inhibiteurs de la DiPeptidylPeptidase IV et les incrétinomimétiques sont deux classes
pharmacologiques ciblant le systeme incrétine. Cependant, malgré une bonne tolérance des
inhibiteurs de DPP-4, |'efficacité de cette classe pharmacologique reste moyenne. Les agonistes
du récepteur au GLP-1 sont administrés par voie injectable ce qui diminue I'observance et le
confort des patients.

Le systéme incrétine étant un moyen puissant de régulation de la glycémie, une stratégie
émergente s’intéresse a la stimulation de la sécrétion de GLP-1 endogéne par activation de
récepteurs couplés aux protéines G localisés dans l'intestin. Dans ce contexte, I'obtention
d’agonistes du récepteur membranaire aux acides biliaires TGR5 est une stratégie prometteuse
pour atteindre cet effet GLP-1 sécrétagogue.
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Il. Le récepteur membranaire aux acides biliaires TGR5

Le récepteur membranaire TGR5 (Takeda G-protein coupled Receptor 5), aussi appelé
GPBAR-1 (G-Protein coupled Bile Acid Receptor 1) est un récepteur couplé aux protéines G,
décrit en 2002-2003 par deux équipes japonaises® 20,

Les ligands naturels de ce récepteur étant les acides biliaires, je vais brievement
m’intéresser a leurs roles avant de caractériser le récepteur TGR5.

A. Les acides biliaires

Les acides biliaires sont synthétisés a partir du cholestérol dans le foie via un processus
enzymatique. La premiere étape induit des modifications sur le cycle stéroidien puis, des
modifications sur la chaine latérale sont effectuées pour donner les acides biliaires primaires :
I'acide cholique et I'acide chénodéoxycholique. Dans le foie, ces acides biliaires sont conjugués a
la taurine (majoritairement chez la souris) ou la glycine (majoritairement chez 'lhomme). Les
acides biliaires primaires subissent ensuite une réaction de 7a-déshydroxylation par les
enzymes bactériennes intestinales pour donner les acides biliaires secondaires (acide
lithocholique et acide déoxycholique, provenant respectivement de I'acide cholique et
chénodéoxycholique). Les acides biliaires (95%) sont réabsorbés, via le transporteur ASBT
(Apical Sodium-dependant Bile Acid Transporter ou IBAT — lleal Bile acid Trasporter), dans I'iléon
pour retourner vers le foie. Les acides biliaires qui n’auraient pas été réabsorbés vont I'étre de
facon passive dans le colon ou éliminés dans les féces. Ce cycle entérohépatique, ou cycle de
Schiff qui comprend la synthése, le transport et I’élimination des acides biliaires, est essentiel
pour le maintien d’'une concentration constante d’acides biliaires et I’homéostasie du
cholestérol (Figure 5)22.

Acides biliaires primaires Acides biliaires secondaires

Cholestérol

Acide Chénodéoxycholique Acide Déoxycholique

Figure 5 : Biosynthése des acides biliaires primaires et secondaires
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Les acides biliaires sont des molécules amphipathiques comportant un noyau stéroide.
Lors du cycle entérohépatique, ils vont étre excrétés par la bile dans le duodénum par
contraction de la vésicule biliaire en réponse a la cholescystokinine (CCK). La structure chimique
des acides biliaires leur permet de jouer un role tres important dans la solubilisation et
I’'absorption des graisses alimentaires.

En plus de leurs propriétés tensio-actives, les acides biliaires ont un réle de signalisation
en agissant sur deux types de récepteurs :

- des récepteurs nucléaires : en 1999, le récepteur FXR (Farnesoid X Receptor) a
été identifié comme cible des acides biliaires. Fortement exprimé dans le foie, I'intestin, et les
reins, FXR a de nombreux effets et en particulier un effet sur ’lhoméostasie des acides biliaires
via la régulation de nombreux genes impliqués dans la synthése, la conjugaison et le transport
de ces derniers?? 23,

- un récepteur membranaire couplé aux protéines G est également décrit comme
étant activé par les acides biliaires : le récepteur TGR5 (Takeda G Protein-coupled Receptor 5),
également appelé GPBAR1, M-BAR ou GPR1311% 20,

B. Découverte et caractérisation de TGR5

Deux équipes japonaises ont découvert en 2002-2003 un récepteur membranaire couplé
aux protéines G, de classe A, le récepteur TGR5 (famille des récepteurs Rhodopsin-like)® 20,
TGRS posséde moins de 34% d’identité avec la famille des Rhodopsin-like et constitue donc a lui
seul une famille de récepteur?. Le récepteur TGR5 humain posséde respectivement 82, 83, 86
et 90% d’identité avec les récepteurs de rat, souris, boeuf et lapin?®.

Dans le but de découvrir les ligands naturels de ce récepteur, un criblage a été effectué
sur une lignée cellulaire CHO (Chinese Hamster Ovary), co-transfectées par le récepteur TGR5
humain et par le géne codant pour la luciférase permettant de détecter la capacité des
composés testés a activer TGR5. Le résultat du criblage a montré que les acides biliaires
endogenes induisaient de fagon rapide et dose-dépendante la production intracellulaire d’AMPc
(Figure 6A)°. Ces courbes dose-réponse permettent de classer les acides biliaires en fonction de
leur puissance ou DEsp (dose efficace 50). La puissance d’activation de TGR5 par les acides
biliaires endogenes est la suivante : acide lithocholique LCA (0,53 uM) > acide déoxycholique
DCA (1,01 uM) > acide chénodéoxycholique CDCA (4,43 uM) > acide cholique CA (7,72 uM). On
remarque que l'activité des acides biliaires croit avec I'hydrophobicité de ces derniers. Le LCA a
ensuite été considéré comme composé de référence pour les études de relations structure-
activité dans la littérature.
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De plus, I'analyse de dérivés du cholestérol suggere que les groupements hydroxyles
ainsi que la structure acide 5B-cholanique sont importants pour maintenir I'activité des
agonistes sur TGR5, puisque seule la pregnandione possede une activité sur le récepteur (Figure
6B)*°. Les acides biliaires étant aussi des ligands du récepteur nucléaire FXR, des agonistes de ce
dernier ont également été testés et ne montrent aucune activité sur TGR5 (exemple du TTNPB —
acide (E)-([tétrahydrotétraméthylnaphthalenyl]propyl)benzoique). Il est donc possible de
dissocier I'activité des ligands de TGRS vis-a-vis du récepteur FXR.
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Figure 6 : (A) Courbe dose réponse de la production d’AMPc induite par les acides biliaires. (B) Production d’AMPc pour les
acides biliaires et les dérives du cholestérol. T, tauro-conjugué; G, glyco-conjugué; F, libre; UDCA, acide ursodeoxycholique;
TTNPB, acide (E)-([tetrahydrotetramethylnaphthalenyl]propyl)-benzoique?®

-39-



Le récepteur TGR5

C. Expression du récepteur TGR5

L'expression du récepteur TGR5 est ubiquitaire chez de nombreux mammiféres. Chez
I'homme, il est majoritairement présent dans le cceur, les muscles, la rate, le foie, I'intestin, les
reins, le placenta, les poumons?®. Au niveau cellulaire, TGR5 est exprimé dans les monocytes et
macrophages!® 2°, dans les cellules entéroendocrines intestinales?®, dans les cholangiocytes?®,
dans les ganglions spinaux?’, dans les cellules endothéliales du foie?® et également dans les
cellules épithéliales de la vésicule biliaire (Figure 7)?°.
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Figure 7 : (A) Expression de TGR5 chez I'hnomme??, (B) Expression de TGR5 chez ’homme rapporté a lI'iléon30,
(C) Expression de TGR5 chez la souris rapporté a l'iléon30
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D. Effets biologiques et applications thérapeutiques potentielles d’agonistes de TGR5

La liaison des acides biliaires au récepteur TGR5 active de nombreuses voies de
signalisation impliquées notamment dans le métabolisme, l'inflammation et la fibrose.
L’activation de TGR5 dans les différents tissus et types cellulaires suivants conduit a son
internalisation puis a l'activation de l'adenylate cyclase, provoquant l'augmentation de la
concentration intracellulaire en Adénosine MonoPhosphate cyclique (AMPc), a l'origine de
divers effets biologiques3..

° Dans les cellules immunitaires :

Dans les monocytes et les macrophages, la stimulation de TGR5 conduit a une
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires (interleukines IL-1a, IL-1B, IL-6) et
du facteur de nécrose tumorale TNF-032. Cette diminution des facteurs d’inflammation a été
montrée comme présentant un intérét dans le traitement de pathologies inflammatoires
comme I'athérosclérose ou la maladie de Crohn32.

) Au niveau du systéme nerveux :

Dans le systéme nerveux entérique, qui controle le systeme digestif, I’activation de TGR5
induit l'inhibition de la contraction intestinale, provoque un retardement de la vidange
gastrique et un ralentissement du transit intestinal via la relaxation des muscles lisses33. Ces
effets sur la motilité de lintestin pourraient étre bénéfiques, en plus de l'effet anti-
inflammatoire présenté ci-dessus, dans le cadre de la prise en charge des maladies
inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI).

Dans les neurones sensoriels, I’action d’agonistes de TGR5 induit I’excitation intrinseque
de ces neurones a |'origine de la transmission de la douleur et de démangeaisons?” 34,

° Dans le foie et la vésicule biliaire :

Dans les cellules endothéliales sinusoidales, I'activation de TGR5 conduit a une cascade
de signalisation provoquant la synthese d’oxyde nitrique (NO), vasodilatateur, et pourrait donc
avoir un effet bénéfique dans le cadre d’hypertension artérielle3>.

Il a également été montré que TGRS joue un role anti-apoptotique et protecteur contre
I'inflammation induite par les lipopolysaccharides (LPS) in vitro et in vivo par diminution de la
production de facteurs pro-inflammatoires dans les cellules de Kupffer®.

Enfin, I'activation de TGR5 au niveau des cellules épithéliales de la vésicule biliaire
conduit a deux effets. Comme cité précédemment, TGR5 a un effet sur la contractilité des
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muscles lisses. Au niveau de la vésicule biliaire, I'activation de TGR5 dans les cellules
musculaires lisses conduit a la relaxation des muscles lisses a |'origine d’'une augmentation du
volume de la vésicule biliaire3®. Par ailleurs, I'activation de TGR5, dans les cellules épithéliales,
induit également la sécrétion de chlorures, via la stimulation du canal CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator), et donc une augmentation du flux biliaire.

L'utilisation d’agonistes du récepteur TGR5 aurait donc un potentiel dans le traitement
de maladies hépatiques comme la stéatohépatite non alcoolique (NASH) par réduction de
I'inflammation, ou encore, dans la cirrhose biliaire primitive (PBC) via I’effet anti-apoptotique et
la régulation du flux biliaire3’. Cependant, les effets sur la vésicule biliaire pourraient étre un
frein dans le développement de traitements de nombreuses pathologies.

° Dans les muscles et le tissu adipeux brun :

Dans le tissu adipeux brun et les muscles, I'activation de TGR5 augmente la dépense
énergétique, via une augmentation de la thermogénése. Cet effet métabolique dépend de
I'augmentation de I'expression de I'enzyme déiodinase de type 2 (DIO2), qui convertit la
thyroxine inactive T4 en 3,5,3’-tri-iodothyronine T3 active, et augmente ainsi le métabolisme de
base et la consommation en oxygéne3®. Cet effet est particulierement intéressant pour le
traitement du surpoids et de |'obésité.

° Dans les cellules entéroendocrines L intestinales :

Les cellules entéroendocrines L intestinales co-sécrétent divers peptides : les hormones
incrétines glucagon-like peptide 1 et 2 (GLP-1, GLP-2), I'oxyntomoduline (OXM) et le peptide
tyrosine-tyrosine (PYY).

I a été montré que l'activation de TGR5 par les acides biliaires provoque une
augmentation de la sécrétion de GLP-1 dans les cellules intestinales STC-13°. Les deux peptides
GLP-1 et GLP-2 étant co-sécrétés, une augmentation de la concentration en GLP-2 est
également attendue, suite a une activation de TGR5 au niveau des cellules L.

Le GLP-2 joue également un role dans ’lhoméostasie énergétique. Il diminue la motilité
gastro-intestinale permettant ainsi une augmentation de I'absorption des nutriments®. Au
niveau neuronal, le récepteur au GLP-2 est exprimé dans des régions clés du cerveau, et son
activation induit une diminution de la prise alimentaire, ou encore, une diminution de la
production hépatique de glucose®.

Le peptide YY (dont la sécrétion a également été montrée, suite a l'activation de TGR5
par des agonistes) et I'oxyntomoduline ont également des effets bénéfiques sur la régulation du
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poids corporel, par diminution de la prise alimentaire et augmentation de la sensation de
satiété, mais aussi par augmentation de la dépense énergétique*® 2,

La sécrétion de toutes ces hormones, suite a l'activation de TGR5 dans les cellules
entéroendocrines L intestinales, est donc trés intéressante pour le traitement du diabéte, de
I'obésité et des complications métaboliques associées comme la dyslipidémie. De plus, I'effet
intestinotrophique du GLP-2 est également utilisé dans le traitement de maladies
inflammatoires de l'intestin comme le syndrome de lintestin court avec le Teduglutide
(analogue du GLP-2)%°.

Tous ces effets sont résumés en Figure 8 : en bleu sont représentés les effets bénéfiques
de l'activation de TGR5 dans les différents organes/tissus/types cellulaires et en rouge les effets
non souhaités de son activation.
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Figure 8 : Effets biologiques de TGR5
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En raison de ces divers effets biologiques, on observe un intérét croissant de I'industrie
pharmaceutique pour TGRS5, cible thérapeutique prometteuse pour plusieurs pathologies,
comme le diabéte de type 2 et ses complications métaboliques®’, ou certaines maladies
inflammatoires.

E. Les agonistes de TGR5

Depuis la découverte du récepteur TGRS et de ses ligands endogenes, les acides biliaires,
de nombreuses équipes de recherches académiques et industrielles ont dirigé leurs efforts vers
le développement de ligands de TGR5 puissants, sélectifs et avec un profil pharmacocinétique
approprié, dans le but d’évaluer leurs effets biologiques et thérapeutiques.

Les nombreux criblages de librairies de produits naturels ou synthétiques ont conduit a
I'identification de divers composés agonistes de TGR5. Ces composés ont ensuite été modifiés
afin de permettre d’augmenter I’affinité pour la cible thérapeutique et d’améliorer également
leur profil pharmacocinétique. En fonction de leur structure chimique, les ligands de TGR5
peuvent étre classés comme composés stéroidiens ou non stéroidiens. Je vais a présent faire un
état de I'art des composés, naturels et synthétiques qui ont été décrits comme agonistes de
TGRS pour le traitement des maladies métaboliques** 4°.

1. Dérivés d’acides biliaires

Les études de relations structure-activité de composés, dérivés d’acides biliaires,
effectuées sur le récepteur FXR, ont permis de découvrir que I'introduction d’'un groupement
méthyl en position 23 de I'acide chénodéoxycholique (CDCA) conduisait a un composé actif sur
TGRS et sélectif vis-a-vis du récepteur nucléaire FXR (TGR5 ECso = 3,58 uM versus FXR ECsp > 100
KUM). Puis l'introduction d’un groupement éthyle en position 6 du CDCA a permis d’augmenter
considérablement I'activité sur TGR5 (ECso = 0,095 uM) mais également sur FXR (ECso = 11,80
puM). Dans le but d’obtenir un composé plus sélectif vis-a-vis de FXR et avec de meilleures
propriétés pharmacocinétiques, ces deux modifications ont été introduites sur la structure de
I'acide cholique (CA) pour donner I'INT-777 avec une activité sur le récepteur TGR5 de 0,82 uM
et avec une perte totale de 'activité sur FXR. La stabilité supérieure de I'INT-777 par rapport a
I'acide cholique est liée a I'alkylation de la position 6, provoquant un encombrement stérique, et
empéchant ainsi le processus de 7a-déshydroxylation par les bactéries intestinales (Figure 9)%°.

Suite a des études de modélisation QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
de ligands de type acides biliaires sur le récepteur TGR5, un brevet a été déposé en 2014 pour
revendiquer l'activité sur le récepteur TGR5 du composé 23(S)-méthyl-LCA pour lequel la
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configuration S du carbone 23 est encore une fois importante pour que la molécule se fixe dans
le site de liaison du récepteur (Figure 9)*’.

B O . O I’—-' O
/ (5)
OH OH
OH
HO" "OH :> HO" > 1~""0H HO™ 7y~ OH

H N
Acide chenodeoxycholique 23(S)-methyl-CDCA 6a-ethyl-23(S)-methyl-CDCA
hTGRS5 ECy, (LM) = 6,71 hTGR5 ECyp (MM) = 3,58 hTGR5 ECy, (LM) = 0,095
oH * o) OH * 0
t OH ' OH
HO">I~""OH HO™ ™~~~ OH
N
Acide cholique INT-777
hTGRS5 ECy, (UM) = 13,6 hTGRS5 ECy, (LM) = 0,82
O
// (s)
OH OH
HO H HO H
Acide lithocholique 23(S)-méthyl-LCA
hTGR5 ECs, (M) = 0,58 hTGR5 ECy, = 220 nM

Figure 9 : Structures de dérivés d'acides biliaires

Le composé INT-777, dérivé de I'acide cholique, a fait I'objet d’études plus poussées sur
I'effet GLP-1 sécrétagogue et sur la tolérance au glucose. En effet, I'administration en aigu du
composé INT-777 a montré une augmentation de la sécrétion de GLP-1 in vivo chez des souris
C57BI6 TGR5** en combinaison avec un inhibiteur de DPP-4, la sitagliptine (Figure 10)*.
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Figure 10 : GLP-1 plasmatique chez des souris TGR5*/* (A) et TGR57/- (B) aprés administration du composé INT-777 (30 mg/kg)
seul ou en combinaison avec un inhibiteur de DPP-4 (Sitagliptine, 3 mg/kg)*?

Puis, un traitement de 8 semaines, sur des souris C57BIl6 rendues obéses et insulino-
résistantes avec un régime hyper-lipidique (High Fat Diet), a montré une augmentation de la
tolérance au glucose, avec le composé INT-777, a une dose journaliére de 30 mg/kg durant un
test de tolérance au glucose (OGTT) (Figure 11A)*3. Cependant, ce composé entraine une
augmentation du volume de la vésicule biliaire d’un facteur 2 chez les souris traitées par rapport
au groupe véhicule. Cet effet, supprimé chez des souris TGR57", est TGR5-dépendant (Figure
11B)3e.
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Figure 11 : (A) OGTT chez des souris C57BI6/) males (HFD) traitées avec I'INT-777 (30 mg/kg/jour) pendant 8 semaines*?
(B) Volumes des vésicules biliaires rapportées au poids corporel chez des souris TGR5*/* ou TGR57- 30 minutes aprés
I’administration de I'INT-777 (60 mg/kg) ou du DMSO (contréle)3®

Parmi tous les agonistes de type stéroidien identifiés et développés, peu ont été poussés

dans des phases de tests précliniques. Le composé INT-777 est, a I’heure actuelle, le composé
dérivé d’acide biliaire le plus décrit dans la littérature.

2. Produits naturels et dérivés de produits naturels

La découverte de produits naturels en tant que solutions thérapeutiques a pris un essor
considérable depuis la découverte de la pénicilline, il y a 75 ans. En 2013, parmi environ 1500
nouvelles entités chimiques (new chemical entities — NCEs), 40% sont des produits naturels ou
dérivés de produits naturels*®.

Dans le cadre de la recherche de traitements contre le diabete de type 2 et de ses
complications métaboliques, plusieurs équipes se sont intéressées a l'effet de molécules
naturelles sur le métabolisme du glucose. Ci-dessous sont présentés quelques composés ayant
fait I'objet de recherche sur leur effet antidiabétique via 'activation du récepteur TGR5.

° Les feuilles d’olivier, connues pour avoir des effets sur le métabolisme, agiraient
comme un antidiabétique naturel. En effet, un des constituants de ces feuilles, I'acide
oléanolique, a été décrit en 2007 comme agoniste de TGR5 présentant une activité comparable
aux agonistes endogénes de TGR5%. Il a également été montré que ce triterpéne naturel
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permettait une amélioration de la tolérance au glucose dans un modele de souris DIO (Diet
Induced Obesity) lors d’un test IPGTT (Intraperitoneal Glucose Tolerance Test) aprés 14 jours de
traitement (Figure 12)*°.

700 —e—Chow Diet
-8 High Fat Diet
—+—High Fat Diet + OA

glucose (mg/dl)
=3
o
o

Acide oléanolique (OA)

O T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180
time (min)

Figure 12 : Structure de I'acide oléanolique et effet du composé sur la tolérance au glucose lors d'un IPGTT apreés 14 jours de
traitement avec les différents régimes?®®

° Deux triterpénes, I'acide bétulinique et I'acide ursolique ont également été décrits
comme agonistes de TGR5 (Figure 13), et présentent des activités similaires aux ligands naturels
de TGR5°,

Acide bétulinique Acide ursolique

Figure 13 : Structure de I'acide bétulinique et de I'acide ursolique

° L'obacunone fait partie de la famille des limonoides, principalement retrouvés dans
les pépins des agrumes. L'obacunone est connue pour inhiber la prolifération cellulaire par
augmentation de I'apoptose dans le cancer®!. Une équipe japonaise a montré, en 2015, que ce
triterpéne présente une activité sur le récepteur TGR5. L'obacunone induit également une
baisse significative du taux de glucose sanguin, chez des souris obéses et diabétiques, durant un
traitement chronique de 28 jours par administration de 0,1% d’obacunone dans la nourriture
(Figure 14)°1,
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Figure 14 : Structure de I'obacunone et ses effets sur le taux de glucose sanguin (A) et sur la sécrétion de GLP-1 (B)5!

° L’acide quinovique et ses analogues (Figure 15), extraits de la plante Fagonia Cretica,
ont également montré une activité agoniste sur le récepteur TGR5 a une concentration de 100
UM conduisant a une augmentation de la sécrétion de GLP-1 in vitro>2. Des études de relations
structure-activité a partir de 'acide quinovique sont actuellement en cours par I'équipe ayant
découvert ces molécules.

dQA EdQA

GLP-1 Secretion

&

< : <«

o \s
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Figure 15 : Structures de I'acide quinovique (QA), de I’acide quinovique-3p-0-B-D-glycopyranoside (dQA), de I’ester d’acide
quinovique-3B-0-B-D-glycopyranosyl-(28->1)-B-D-glucopyranosyle (EAQA) et leur effet GLP-1 sécrétagogue in vitro dans des
cellules STC-152
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D’autres triterpenes naturels et semi-synthétiques ont également été décrits comme des
agonistes de TGR5 dans un brevet de la société Merck>3.

3. Produits synthétiques (non stéroidiens)

Depuis la découverte du récepteur TGR5, de nombreuses molécules synthétiques ont
été décrites pour leurs activités agonistes sur ce récepteur (Figure 16)3% 546 Je ne présenterai
ici que certaines séries chimiques agonistes de TGR5, pour lesquelles des études chez I'animal
ont été décrites, et permettent d’établir des conclusions sur I'effet de ces composés. D’autres
agonistes synthétiques sont présentés dans diverses revues* 4.
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Figure 16 : Structures de composés agonistes de TGR5 synthétiques

L'objectif de ces différentes équipes était d’obtenir des composés avec une bonne
biodisponibilité orale. Suite aux études de relations structure-propriétés, certains composés
possedent toujours des propriétés pharmacocinétiques non adaptées comme une clairance
microsomale élevée. Des composés, étudiés dans des expériences in vivo, ont montré
I’apparition d’effets non désirés, comme des effets cardiovasculaires chez le chien®?. Concernant
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le composé de Phillips et al.®>, une étude chronique chez des souris ob/ob n’a pas permis de
confirmer une amélioration de la tolérance au glucose aprés 26 jours de traitement d( a une
potentielle désensibilisation du récepteur®. D’autres effets ont été reportés, comme une
augmentation du volume de la vésicule biliaire3® 67 9, Cet effet est TGR5-dépendant, puisque
lors d’une expérience in vivo sur 3 jours de traitement chez des souris TGR5*/* et TGR57" avec le
composé publié par la société Eli Lilly3°, une augmentation du poids de la bile a été observée
uniquement chez les souris TGR5*/* traitées avec le composé3°.

Des composés non dérivés d’acides biliaires et agonistes sélectifs de TGR5 ont donc
montré une capacité a promouvoir la sécrétion de GLP-1 in vivo et a améliorer ’'homéostasie du
glucose, permettant ainsi de faire la preuve de concept de I'intérét des agonistes de TGR5 pour
le traitement du diabéte de type 230 56,65 67,69,70,

4, Conclusion

De nombreuses séries de composés, dérivés d’acides biliaires ou de type non stéroidien,
ont été découvertes. Certains composés sont capables de stimuler la sécrétion de GLP-1 et
d’avoir des effets positifs sur la régulation de la glycémie dans des modeéles animaux.
Cependant, des effets secondaires non souhaités, dans le cadre du développement d’agonistes
systémiques de TGR5 pour le traitement du diabéte de type 2, ont été observés.

Les démangeaisons, décrites chez la souris suite a I'activation de TGR5 par des acides
biliaires et leurs dérivés, au niveau des neurones cutanés afférents, sont un paramétre a
prendre en compte dans le développement d’agonistes du récepteur TGR5. En effet, méme si
I'activation de TGR5 au niveau du systeme nerveux central et périphérique induit certains effets
positifs, ces effets de prurit pourraient néanmoins étre délétéres pour le développement
d’agonistes de TGR5 pour le traitement du diabéete de type 2.

Concernant les effets reportés sur la vésicule biliaire par des agonistes systémiques de
TGRS, I'augmentation du volume de cette derniére a été décrite comme un effet non dissociable
de I'effet GLP-1 sécrétagogue, et représente donc un frein pour le développement d’agonistes
systémiques de TGR5.

Tous ces effets non souhaités des agonistes systémiques de TGR5, pour le
développement d’un traitement pour le diabéte de type 2, nous ont poussés a développer des
agonistes ayant une action tissulaire ciblée a l'intestin, pour limiter les effets systémiques
décrits précédemment. En effet, puisque TGR5 est exprimé dans les cellules entéroendocrines L
intestinales, nous nous sommes intéressés au développement d’agonistes de TGR5 ayant une
action limitée a lintestin avec une faible exposition systémique pour éviter les effets
secondaires cutanés, cardiaques et biliaires connus des agonistes absorbés de TGR5.
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. Agonistes de TGR5 a visée tissulaire ciblée

La fenétre thérapeutique d’un composé est caractérisée par son index thérapeutique ;
une relation quantitative entre efficacité et sécurité. Cet index correspond au ratio de
I'exposition systémique la plus élevée, dépourvue de toxicité, sur I'exposition générant
I'efficacité désirée. En conséquence, une stratégie pour augmenter I'index thérapeutique d’un
composé, et donc son profil de sécurité, implique de diminuer I’exposition systémique a la dose
ou 'efficacité est atteinte, en ciblant directement I'organe/tissu d’intérét’% 72,

A. Stratégies pour I'obtention de composés non absorbés

La méthode la plus simple, pour diminuer I'exposition systémique, est I'approche
topique. En effet, de nombreux exemples de cette méthodologie, dans le traitement de
maladies de la peau, des yeux ou encore des oreilles, sont décrits’. L’objectif de la découverte
de molécules « non absorbées » ou « non systémiques » est d’augmenter la concentration du
principe actif localement, pour augmenter son efficacité et ainsi avoir un engagement local de
cible élevé.

Définir une limite entre le domaine des composés systémiques et des composés non
systémiques est complexe. Le terme de composé non systémique est donc appliqué aux efforts
entrepris pour minimiser I'exposition sanguine’l. Un composé ciblant Iintestin est donc un
composé non absorbé, avec une faible biodisponibilité.

Différentes stratégies peuvent étre utilisées pour limiter I'exposition systémique au
niveau intestinal. Pour déterminer une stratégie pertinente dans le contexte du développement
d’agonistes de TGR5 a visée tissulaire ciblée, je vais présenter les différentes stratégies
reportées dans la littérature’" 7375,

1. Composés pro-drogues

Une classe de composés pouvant permettre une action ciblée dans l'intestin sont les
composés de type « pro-drogues ». Les pro-drogues sont des composés administrés sous une
forme inactive et qui sont métabolisés in vivo en métabolites actifs. Dans le cas de composés
topiques intestinaux, la métabolisation peut avoir lieu aprés clivage enzymatique par des
bactéries intestinales, comme les azo-réductases’? (Figure 17), les glucosidases (Figure 18)”! ou
encore les glucuronidases’.
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Figure 17 : Action des azoréductases coloniques sur la Sulfasalazine
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Figure 18 : Pro-drogue de la Dexaméthazone

2. Composés « soft drug »

Les composés « soft drug » (ou antedrug) sont des composés qui vont agir localement lls
subissent une rapide biotransformation (prévisible) conduisant a des métabolites inactifs aprées
avoir exercé leur effet thérapeutique. Ces composés possedent des liaisons fragiles
métaboliquement, par exemple une fonction ester ou acétal, sur des positions critiques du
pharmacophore conduisant a une molécule complétement inactive sur la cible apres clivage, et
évitant ainsi, les effets liés a la cible dans d’autres tissus (Figure 19).

Budenoside Activité glucocorticoide
(Glucocorticoide) fortement réduite
(< 1% de celle du Budenoside)

Figure 19 : Clivage de la fonction acétal du Budenoside par les cytochromes 3A4
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3. Composés a action topique intestinale

La regle de Lipinski décrit des critéres favorables a une bonne absorption intestinale.
Dans cette régle, trois parameétres, parmi ceux décrits ci-dessous, doivent étre respectés pour
maximiser les chances d’obtenir une molécule absorbée dans le tractus gastro-intestinal’* :

- Un poids moléculaire inférieur ou égal a 500 Da,

- Un nombre de donneurs de liaisons hydrogéne inférieur ou égal a 5,

- Un nombre d’accepteurs de liaisons hydrogéne inférieur ou égal a 10,
- Un clogP inférieur ou égal a 5.

Alors que la majorité des efforts de découverte de médicaments se sont concentrés a
utiliser ces lignes directrices, pour construire des composés avec une absorption orale et une
biodisponibilité optimale, certains chercheurs ont fait exactement I'opposé, et ont délibérément
concu des composés avec des propriétés moléculaires en dehors de ces regles, afin de
permettre leur rétention dans l'intestin.

Les caractéristiques d’'un composé faiblement absorbé pourront étre les suivantes :

- Un composé trés polaire (clogP < 0). Il ne pourra pas étre dé-solvaté pour passer
les membranes,

- Un composé trés lipophile (clogP > 4) de facon a ce qu’il ne se dissolve pas
suffisamment dans I’environnement aqueux du tractus gastro-intestinal,

- Un composé de poids moléculaire élevé, rendant le composé moins soluble et
moins perméable, par augmentation de sa surface polaire (PSA — Polar Surface Area)’®.

Les deux parametres de lipophilie (clogP) et poids moléculaire sont les plus importants
pour influencer la perméabilité d’'un composé. Les autres parametres, décrits dans la regle de
Lipinski, ont été étudiés, mais n‘ont pas permis d’élaborer des regles pouvant permettre de
guider I"absorption des composés’?.

Les composés non absorbés a travers la paroi de I'épithélium intestinal, que I'on peut
également appeler composés topiques intestinaux, peuvent étre classés en trois sous-
catégories :
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a. Composés trés polaires et/ou encombrés : stratégie « kinétophore »

Cette classe de composés, non systémiques, repose sur le principe que la perméabilité
des composés diminue de facon trés importante, avec I'augmentation de la polarité et de la
charge et/ou de 'encombrement’!. Des composés, comme |'acarbose (dérivé de sucres) ou la
larazotide (peptide), composés tres polaires et tres solubles, possédant un clogP < 0, ont été
décrits comme étant des composés a action topique intestinale’!. Des chercheurs, travaillant sur
la recherche de composés, inhibiteurs du transporteur aux acides biliaires IBAT, avec une action
limitée a l'intestin, ont congu des composés présentant des groupements polaires et/ou chargés
et/ou encombrés selon la stratégie « kinétophore »””.

Dans cette stratégie, les composés sont constitués de deux parties : un pharmacophore
responsable de I'activité pharmacologique sur la cible, et un groupement appelé kinétophore
guidant les propriétés pharmacocinétiques du composé. Le kinétophore est donc une unité
structurale, qui modifie les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques des molécules,
comme leur perméabilité ou leur transport. Il est introduit sur le pharmacophore, sur une
position « silencieuse », n’influengant pas I'activité pharmacologique du composé avec sa cible.
Ainsi, des exemples de composés, possédant des groupements kinétophores introduits tels
qgue des cations organiques, des dérivés de peptides ou encore des dérivés de sucres, sont
décrits (Figure 20) 7778,
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Figure 20 : Exemples de kinétophores utilisés pour modifier les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques?’
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L'exemple décrit pour I'obtention d’inhibiteurs d’IBAT est issu du composé I-1,
fortement métabolisé aprés administration par voie orale, et ne permettant pas au composé
d’atteindre la partie distale de I'intestin. L'introduction de la fonction zwittérionique a permis de
diminuer la perméabilité et I’exposition systémique du composé I-2 (Figure 21) 7.

-1
-2

Composé | Papp(NM/s) = Cmaxplasma (Ng/mL)
-1 107 19
1-2 8 0
Figure 21 : Utilisation de la stratégie kinétophore pour I'obtention d'inhibiteur d'IBAT’®

Le Canosimibe est un exemple de [lutilisation de la stratégie kinétophore par
augmentation du poids moléculaire. L'Ezetimibe inhibe I'absorption du cholestérol, mais est
absorbé et conduit a un métabolite actif aprés passage dans le foie, qui est éliminé trés
lentement. Afin de palier a cette exposition trop longue de la drogue et de son métabolite actif,
I’'Ezetimibe a été modifié pour donner le Canosimibe, avec un poids moléculaire de 810 g/mol
(Figure 22)’%. Ce candidat clinique est non absorbé, mais a conduit a une trop faible activité
durant les études cliniques de phase lIl.

OH O
OH OH
OH OH HO :_OH
N N OH
/) /) N
S LU A AU B
F

(0]

Ezetimibe Canosimibe

409 g/mol 810 g/mol

Figure 22 : Structure de I'Ezetimibe et du Canosimibe

Un autre exemple est le Tenapanor, qui est un composé dimérique utilisé comme
inhibiteur non systémique de I’échangeur sodium/proton NHE3, et qui agit ainsi uniguement au
niveau intestinal, pour inhiber I'absorption de sodium (99% de la dose retrouvée dans les féces)
(Figure 23)7%,
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Figure 23 : Structure du Tenapanor

b. Composés trés lipophiles et peu solubles

La solubilité est un facteur déterminant dans I'absorption des composés. La solubilité
diminue lorsque la lipophilie augmente. Augmenter la lipophilie est une stratégie pour diminuer
I’absorption intestinale. De plus, les composés avec une lipophilie élevée sont plus sujets a un
métabolisme oxydatif via les cytochromes, diminuant d’autant plus I'exposition systémique de
ce type de composés. De nombreuses molécules, possédant un caractere tres lipophile (clogP >
5), ont été décrites comme ayant une perméabilité sur cellules Caco-2 trés faible’:. Un exemple
est I'Orlistat, un composé trés lipophile possédant une biodisponibilité orale trés faible et utilisé
pour le traitement de I'obésité (Figure 24)%.

o, 0
9 OU

o~ HN% o
H

Orlistat

Figure 24 : Structure de I'Orlistat

4. Formulation des composés pour une libération intestinale

Une autre solution pour augmenter I'exposition intestinale, et limiter I’exposition
systémique, est d’encapsuler le principe actif dans une formulation (en général un polymeére)
afin d’ajuster la libération du principe actif en fonction de la partie de I'intestin visée’ 7% &,

Pour libérer un produit dans la partie proximale de I'intestin, les polymeres utilisés vont
gonfler au contact du fluide gastrique, et se dégrader pour agir des la sortie de I'estomac. Pour
cibler plus spécifiquement la partie distale de I'intestin, plusieurs techniques sont actuellement
utilisées, et dépendent de paramétres comme les propriétés physicochimiques du composé, la
dose incorporée dans la formulation et le type de formulation utilisée®. Ainsi, 'utilisation de
polymeéres qui se dégradent en fonction du temps de transit, du pH, de la pression ou encore qui
sont dégradés par des enzymes bactériennes coloniques permettent de cibler la partie distale
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de lintestin. Des exemples, dans la littérature, montrent l‘efficacité de [Iutilisation de
formulations enzyme-dépendante, pH-dépendante, temps-dépendante ainsi que des
combinaisons de deux formulations pour les traitements de l'inflammation de I'intestin chez
I’animal (Figure 25)81-83,

CH. CH e Budenoside

Eudragit® RS100 W\{/

o \\o |\6"m e ——» .
o Te

Formulation
| mps-dépendante
H C/CH

cr\
HEC’CI\\‘H CH, . Formulation
’ temps + pH-dépendante

Eudragit® FS30D - c\ - §5s, Formulation
T A H-dépendante
0 OH p p
CH, ¢H.
pH12 pHES5 pH 7.4
120 T bl e
| 1
| |
|
100 | | . .
;; 1 | 5
< g ‘ ¢
3 :
(1]
3 60 ¥ |
v 7
|
2 ] ¢ !
5 § —a— pH_NPs
o] | O Time_NPs
Budenoside 201 —y— pHITime_NPs
|
0 i
0 4 8 12 16 20 24

Time (hours)

Figure 25 : Exemple d'encapsulation du Budenoside dans des nanoparticules (NPs) et libération du composé en fonction du
temps et/ou du pH in vitro%?

5. Conclusion

Comme nous venons de le voir, différentes stratégies peuvent étre utilisées pour limiter
I’exposition systémique de molécules, et ainsi avoir une action topique intestinale.

L'objectif de mon projet de thése est la recherche de nouveaux agonistes de TGR5, qui
atteignent leur efficacité par des concentrations locales élevées au niveau intestinal, et par
conséquent, un engagement de cible locale élevée. Dans ce contexte, nous avons choisi de nous
intéresser a la stratégie kinétophore, pour I'obtention d’agonistes de TGR5 a visée topique
intestinale.
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B. Stratégie « kinétophore » appliquée a I'obtention d’agonistes de TGR5 a visée

topique intestinale

Dans le cadre du projet d’obtention d’agonistes de TGR5, et au vu des résultats obtenus
par d’autres équipes concernant les effets non désirés d’agonistes systémiques de TGRS, le
projet s’est orienté vers le développement d’agonistes de TGR5 agissant uniquement au niveau
intestinal, et dont la biodisponibilité orale serait trés faible, voire nulle. L'objectif est de cibler la
partie distale de l'intestin (iléon et colon) ol TGR5 est fortement exprimé33. Ces composés
« topiques intestinaux », pourraient ainsi stimuler la sécrétion de GLP-1 au niveau de
I’épithélium intestinal, et ainsi avoir des effets sur la régulation de la glycémie, sans déclencher
les effets non souhaités cutanés, biliaires et cardiaques connus des agonistes systémiques de
TGR5. Les composés sont donc congus de fagcon chimérique (Figure 26) : le pharmacophore,
responsable de I'activité sur le récepteur TGR5, est lié, via un bras espaceur, a un kinétophore
ajustant les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques de nos agonistes. Idéalement,
la faible fraction de composé absorbée pourra étre métabolisée en dérivés inactifs, lors du
premier passage hépatique (Figure 27).

Pharmacophore Kinétophore

Agoniste TGR5 Unité structurale modifiant la
taille et/ou la polarité

Pharmacophore — Bras espaceur — Kinétophore

U

Agoniste TGR5 topique intestinal

Pharmacophore Kinétophore

Figure 26 : Conception des composés topiques intestinaux
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Basolatéral Entérocyte p

Jejunum

Cellule [ TGRS N
Sécrétion de -

T =%
GLP-1 ;g,: '\ lléon

[
o _ * Colon

- e

Figure 27 : Evolution d'un composé topique intestinal a travers le tractus gastro-intestinal®*

Dans ce contexte, I'objectif de mon projet de thése est la conception, la synthése et
I’évaluation de composés originaux agonistes du récepteur TGR5, ayant une absorption
intestinale tres faible, et une biodisponibilité par voie orale quasi nulle, afin de générer Ila
preuve de concept in vivo de l'intérét d’utiliser de tels agonistes dans le traitement du diabéte
de type 2.

Des travaux, publiés au cours de ma deuxiéme année de thése en novembre 2015, ont
montré que la sécrétion de GLP-1 était majoritairement provoquée par 'activation de TGR5 au
niveau basolatéral des cellules entéroendocrines L intestinales, et non du c6té apical (lumiere
intestinale)®. Ces nouvelles données sur I'activation basolatérale de TGR5, pour I'obtention de
I’effet GLP-1 sécrétagogue de TGR5, remettent en cause la stratégie d’agonistes totalement non
absorbés et non perméables. En effet, une trop faible perméabilité de composés topiques
intestinaux, congus pour une action ciblée dans la lumiére intestinale, pourrait devenir un frein
au développement d’agonistes de TGR5, GLP-1 sécrétagogues. Il semble donc nécessaire d’avoir
une faible absorption des composés, pour permettre leur distribution jusqu’au colon, mais non
nulle, pour permettre I'activation du récepteur sur la partie basolatérale des cellules L (Figure
28).
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Le cahier des charges est donc d’obtenir un composé avec les caractéristiques suivantes :
- une activité sur les récepteurs humain et murin inférieure a 10 nM,
- une stabilité microsomale faible,

- une perméabilité membranaire faible, mais non nulle, et idéalement un fort
efflux actif.

Agoniste ***
de TGRS % **

Duodenum

»

Basolatéral Apical
SR Pompe d’efflux w

Jejunum

Sécrétion de _ \
GLP-1 % AN
\
\.
AN lléon
\
AN shldainftdt

\
Colon

s

Figure 28 : Activation de TGR5 du c6té basolatéral des cellules entéroendocrines L intestinales
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V. Optimisation du pharmacophore

A. Identification de nouvelles structures agonistes de TGR5

La premiere phase de notre projet mettant en ceuvre la stratégie kinétophore a reposé
sur l'identification et I'optimisation de la partie « pharmacophore » de nos composés
chimériques. Au démarrage du projet, un criblage a haut débit, sur le récepteur TGR5, a été
réalisé sur 20 500 composés, par nos collaborateurs biologistes de ’'U1011. Le test, utilisé lors
de ce criblage, consiste en un test in vitro de transactivation évaluant la capacité des composés
a augmenter la concentration intracellulaire en AMP cyclique, dans des cellules HEK293 (Human
Embryonic Kindney), transfectées de facon transitoire par le récepteur TGR5 humain et par le
gene codant pour la luciférase (Figure 29).

Agoniste
de TGR5
TGR5
Transfection i\mm

Adenylyl cyclase

Awvpe |

e

PKA

CREB Activation .
Luciferase ———» Luminescence

luciferin
HEK

Transcription (LT

m——> /NN

Transcription

Figure 29 : Test in vitro de transactivation du récepteur TGR5

CREB :cAMP response element-binding
CRE : cCAMP response element

Lors de ce criblage, les composés ont été testés a une concentration de 10 uM. Puis les
activités des molécules « touches » ont été confirmées par des expériences de dose-réponse,
dans le méme test, sur des cellules transfectées soit par le récepteur humain, soit par le
récepteur murin. L'effet pharmacologique est mesuré pour des doses croissantes de la
substance a étudier. La courbe dose-réponse obtenue permet de déterminer deux paramétres
représentés sur la Figure 30 :

- L’efficacité ou effet maximal de I'agoniste (pourcentage de réponse par rapport a
I’effet du LCA a 10 uM, considéré comme 100%),
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La DEsp (dose efficace 50 ou CEso — concentration efficace) qui est la dose
d’agoniste qui permet d’obtenir 50% de son effet maximum. Elle caractérise la puissance de

I'agoniste.

100

50

Effet (%trans)

Log Dose

DESO0

Figure 30 : Courbe dose-réponse

Le criblage a ainsi permis l'identification de plusieurs séries chimiques possédant une
activité agoniste sur le récepteur TGR5. Deux séries sont actuellement développées au
laboratoire. Ce travail portera sur la série chimique issue de la touche A qui présente des
similarités structurales avec une série brevetée également pour son activité sur TGR5 par

I’entreprise Exelixis (Figure 31)%6.

O-

/Z\"N \ N-N
) 0 -
O/
CF3
F
F
Composé A Exel
hTGRS5 ECg, (nM) = 1310 mMTGR5 ECy (NM) = 21
mMTGRS5 ECs, (M) = 1680 hTGRS ECy, (nM) = 470

Figure 31 : Structures et activités de la touche A et du composé Exel (Exelixis)6

Suite a une phase d’optimisation par le Docteur Lasalle, lors de sa thése, sur cette famille
chimique, consistant en un remplacement isostérique d’un atome de carbone par un atome
d’azote, et le passage d’un motif central triazole a un noyau imidazole (Figure 32), des études de
relations structure-activité ont été réalisées, avant mon arrivée sur le projet, afin d’optimiser ce

pharmacophore?’.
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Figure 32 : Remplacement isostérique et changement de cycle conduisant au composé ML187

La voie de syntheése, utilisée pour obtenir les différents composés, est présentée
ci-apres (Figure 33). Les composés sont obtenus en 6 étapes a partir d’une aniline di-substituée
commerciale. La premiere étape consiste en la méthylation de cette aniline, par réaction
d’amination réductrice en présence de paraformaldéhyde, de méthanolate de sodium et de
borohydrure de sodium dans le méthanol, pour conduire a la N-méthylaniline di-substituée
Xa%8. l'intermédiaire Xb est obtenu a partir de la N-méthylaniline Xa couplée 3 la Boc-glycine en
présence d’anhydride d’acide propylphosphonique (T3P) et de diisopropyléthylamine (DIEA)
dans l'acétate d’éthyle. L'étape de déprotection, en milieu acide, conduit au dérivé aminé Xc
sous forme de sel d’acide trifluoroacétique. L'amine Xc est ensuite mise en réaction, avec une
aniline ou un isothiocyanate, pour conduire a la thiourée Xd, dont I'atome de soufre est alkylé,
en présence d'un chlorure de benzyle, pour former l'isothiourée Xe. La vérification de
I'alkylation sur I'atome de soufre, et non sur un des atomes d’azote, par le dérivé halogéné a été
faite par radiocristallographie, puisque I'absence de tache de couplage en RMN 2D ne
permettait pas de conclure sur la position d’alkylation.
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Figure 33 : Schéma de synthése générale

Pour former le noyau 5-amino-2-thioimidazole Xf, peu de méthodes sont décrites dans la
littérature et les rendements obtenus sont faibles®> 20, [’utilisation de I'anhydride d’acide
propylphosphonique T3P (Figure 34) a donc été envisagée. En effet, ce réactif, classiquement
utilisé comme agent de couplage peptidique, est peu toxique, et le sous-produit formé (diacide
phosphonique) est facilement éliminable par lavage aqueux basique. Depuis une dizaine
d’années, le T3P est également utilisé pour de nombreuses applications®"1%?, et notamment,
comme agent de cyclodéshydratation dans la synthese d’hétérocycles, comme des
benzothiazoles, des benzoxazoles, des benzimidazoles'??, des oxadiazoles et des thiadiazoles%4.

g~
e 9
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-0
O H

Figure 34 : Structure de I'anhydride d'acide propylphosphonique T3P

<0
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Cette étape de cyclodéshydratation au T3P a été optimisée au laboratoire, et a fait
I'objet d’une publication en janvier 2015, Grace a cette voie de synthése optimisée, une
premiere série d’analogues a été préparée par le docteur Lasalle et des études de relations
structure-activité ont pu étre établies (Figure 35) 87 106,107,

Groupements
- OMe
: _0
importants

F
pour l'activité @ N
O
] |/\|J|_\,>Ls

Fluors
= importants
pour l'activité
Encombrement R
de l'azote F
extracyclique Fluor important
peu toléré pour l'activité

R =-H - composé ML1
R =-OMe = composé ML2

Figure 35 : Relations structure-activité réalisées par le docteur Lasalle8 106, 107

Les composés, présentant les meilleures activités, sont les composés ML1 et ML2 avec
respectivement des activités de 35 et 20 nM sur le récepteur humain et 0,8 nM sur le récepteur
murin. Ces deux composés seront donc les pharmacophores de base pour la suite de mon
travail. lls seront, par la suite, renommés 1 pour le composé ML1 et 2 pour le composé ML2.

La synthese des pharmacophores 1 (ML1) et 2 (ML2), dont les intermédiaires seront
réutilisés fréquemment dans la suite de ce manuscrit, est présentée ci-aprés (Figure 36). La
premiere étape consiste en une amination réductrice de la diméthoxyaniline, permettant
d’obtenir la N-méthyl-3,4-diméthoxyaniline 1a%. Puis, la glycine protégée par un groupement
Boc est introduite par couplage de type peptidigue pour donner l'intermédiaire 1b. La
déprotection de I'amine, en présence d’acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane,
permet d’obtenir I'amine libre 1c sous forme de sel d’acide trifluoroacétique avec un
rendement quantitatif. Les acétamidothiourées 1d et 2d sont ensuite obtenues de deux fagons
différentes en fonction du réactif commercial. L'intermédiaire 1d est obtenu en présence du 4-
fluoroisothiocyanate dans I’éthanol en milieu basique. L'intermédiaire thiourée 2d est, quant a
lui, obtenu en présence de 4-fluoro-3-méthoxyaniline, de thiocarbonyldiimidazole (TCDI) et de
triéthylamine dans le dioxane a 60°C'%, |’étape suivante est |'alkylation de I'atome de soufre
par le 2-bromométhyl-1,3-difluorobenzene et permet la synthése des isothiourées 1e et 2e avec
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de bons rendements. L'étape de formation des imidazoles 1 et 2 est réalisée dans les conditions
optimisées précédemment (chauffage micro-onde pendant 10 min a 150°C, en présence de T3P
et de DIEA dans I'acétate d’éthyle).

1) Paraformaldehyde,

o |
| MeONa, MeOH, ‘ NHB
0 t. a., 15h ]©\ Ho N ANHBoo OQ O H
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0,
la 7% b 100%
! TFA, DCM
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K,CO,, Nal 4 NEt,, TCDI i 7
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e s LA @ |
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1dR=H 41% NEt,, EtOH lc  100%
2d R = OMe 46% ‘a8 30 min

/
d o T3P, DIEA o
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| —_— N
S F /
F F
R F
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leR=H 95%
2e R = OMe 95% 1R=H 35%
2R =0Me 35%
Figure 36 : Synthése des composés pharmacophores 1 et 2

Une derniére position a été trés peu explorée durant cette phase d’optimisation du
pharmacophore par le Docteur Lasalle : la position 4 du cycle imidazole. Je vais maintenant
détailler les modifications que j'ai effectuées sur cette position.

B. Modifications de la position 4 de I'imidazole

Parmi les modifications effectuées par le Docteur Lasalle, une seule modification, sur le
cycle imidazole en position 4, avait été effectuée par remplacement de I’hydrogéne par un
groupement méthyle (ML3). Des modifications plus importantes, avec introduction de fonctions
ionisables, ont donc été envisagées, pour étudier 'influence de l'introduction de groupements
plus encombrés et/ou chargés sur I'activité sur le récepteur TGR5 (Figure 37).
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Figure 37 : Modifications sur la position 4 de I'imidazole

1. Synthése des composés

La diversité sur cette position est introduite dés la deuxiéme étape de synthése. En effet,
apres la réaction d’amination réductrice de la diméthoxyaniline, permettant d’obtenir la N-
méthyl-3,4-diméthoxyaniline 1a, différents acides aminés protégés par un groupement Boc sont
introduits a cette étape : la L-lysine, pour introduire une fonction amine (3b), et I'acide L-
glutamique, pour introduire une fonction acide carboxylique (4b). La déprotection du
groupement Boc en présence d’acide trifluoroacétique dans le dichlorométhane conduit aux
amines 3c et 4c (pour respectivement la lysine et I'acide glutamique). La formation des
thiourées correspondantes est réalisée de la méme facon que pour le pharmacophore 1, en
présence du 4-fluoroisothiocyanate dans I’éthanol en milieu basique. Puis I'alkylation de I'atome
de soufre, par le 2-chlorométhyl-1,3-difluorobenzene, permet la synthése des isothiourées avec
de bons rendements. L'étape de formation des imidazoles substitués, en position 4 par
cyclisation intramoléculaire, est réalisée par chauffage en bain d’huile et permet d’obtenir les
composés 3 et 4 avec des rendements plus faibles que pour les composés imidazoles non
substitués en position 4, di a des temps de réaction plus longs et des purifications difficiles.
Enfin, ces deux composés sont déprotégés, en présence de pipéridine dans I'acétate d’éthyle, et
de soude dans le méthanol, respectivement pour donner les composés 5 et 6. Le composé 5 a
ensuite été méthylé en présence d’iodométhane pour obtenir le composé ammonium 7 (Figure
38).
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Figure 38 : Schéma de synthése des composés 3 a 7
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2. Evaluation in vitro

Les composés protégés respectivement par un groupement Fmoc et par un ester
méthylique (3 et 4), déprotégés (5 a 7) et le composé 1, non substitué en position 4, ont été

évalués dans le test primaire sur TGR5 humain et murin. Les résultats des activités sont
présentés dans le Tableau 1 ci-apres.
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Composé R hTGR5 mTGR5
P ECso (nM) | ECso (nM)
1 -H 35 0,8
ML3 -CH3 337 7,0
H
3 o~ MNegyoc 1400 140
(6]
4 o 1113 82
5 e~ NH > 4500 119
(0]
6 ~HAou N.C. 1935
‘ +
7 AN > 10000 254

Tableau 1 : Résultats des activités des composés 3 a 7 pour la modification du cycle imidazole
N.C. : Non calculé (Emax < 20% a 10 pM)

L'introduction du méthyle en position 4 de I'imidazole (ML3) est tolérée avec une légére
perte de l'activité sur les deux récepteurs. L'introduction de fonctions ionisées a pH
physiologique conduit a une perte plus conséquente de l'activité sur le récepteur TGR5.
L’encombrement (composés 3, 4) et/ou la présence de charges (composés 5 a 7) sur la position
4 du cycle imidazole est donc peu tolérée par le récepteur TGR5. Lintroduction d’autres
groupements kinétophores sur cette position ne sera pas explorée.

C. Conclusion sur I’optimisation du pharmacophore

Suite aux résultats précédemment obtenus au laboratoire, peu de modifications sont
tolérées au niveau des différents cycles du pharmacophore 5-amino-2-thioimidazole substitué.

Au vu des données présentées dans le brevet de la société Exelixis®®, et des activités
encourageantes obtenues, par le docteur Lasalle, pour le composé ML4 (Figure 39)%7, la position
para du cycle C du pharmacophore a été explorée pour lintroduction de groupements
kinétophores.
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Figure 39 : Structure et activité du composé ML4

Nous verrons, dans la suite du travail, que cette position s’est effectivement révélée
relativement silencieuse sur I'activité. En effet, I'ajout de divers kinétophores sur cette position
a permis de conserver des composés trés actifs.
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V. Optimisation du kinétophore

Les composés, qui vont étre présentés dans cette partie, ont été congus de fagon
chimérique avec une partie pharmacophore, dont les phases d’optimisation viennent d’étre
exposées, liée via un bras espaceur a un kinétophore. Ce groupement kinétophore ajuste les
propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques des composés, pour limiter leur absorption
intestinale. Comme évoqué précédemment, la position para du cycle C du pharmacophore,
position visiblement silencieuse vis-a-vis de l'activité sur TGR5, a donc été choisie pour
I'introduction des divers kinétophores (Figure 40). La suite de ce travail a permis de confirmer
gue cette position du pharmacophore pouvait étre substituée, sans modifier de facon drastique
I'activité sur le récepteur.

-0

/ F
g
F

X =-H, -OMe

+ Kinétophore

Figure 40 : Structure des composés agonistes de TGR5 envisagés

Une étude systématique des groupements kinétophores décrits dans la littérature a été
effectuée, afin d’étudier I'influence de leur activité sur le récepteur TGR5, mais également sur
les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in vitro et in vivo de ces composés
fonctionnalisés. Ainsi, pour chaque kinétophore, je présenterai un bref état de Il'art de
molécules décrites dans la littérature, avant de présenter mes résultats.

Les différents kinétophores auxquels nous nous sommes intéressés sont présentés dans
la Figure 41 ci-dessous.

Pharmacophore A
Kinétophore
fe) C”)O_ H
- (0]
kol S N OH
Ao X, Ay
R
d R R OHOHOH - P
i+
e g MY _Otot
R OH OH

Figure 41 : Kinétophores envisagés
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A. Conception et synthése d’agonistes topiques intestinaux de TGR5

1. Conception et synthése de composés PEGylés

Actuellement, les polypeptides représentent un tiers des molécules en phase clinique.
Cependant, ce type de macromolécules ont certains désavantages comme une potentielle
destruction par les enzymes protéolytiques, une faible demi-vie, une faible solubilité, une forte
clairance et un mode d’administration par voie injectable!®®. De nombreuses stratégies visant a
éviter tous ces désavantages ont été envisagées, et en particulier la conjugaison de ces
molécules a des polymeéres naturels ou synthétiques tels que les polyéthylénes glycols (PEG)
(Figure 42).

HOL ~olH

Figure 42 : Structure du polyéthyléne glycol

Ces structures polymériques, hydrophiles pouvant atteindre des poids moléculaires trés
élevés, nous ont donc parus intéressantes dans le cadre de notre projet. En effet, la modulation
de la longueur de la chaine polyéthylene glycol pourra conduire a des modifications de la taille
et de la polarité du kinétophore, engendrant ainsi de potentielles modifications des propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques du composé chimérique correspondant.

a. Introduction sur les polyéthylénes glycols

Les polyéthylenes glycols (PEG) sont des polymeres synthétiques constitués de
répétitions linéaires ou branchées d’unités d’éthylene glycol. Il a été montré que ce polymére,
non toxique, non immunogéne, non antigénique, est classé comme étant « Generally
Recognised As Safe (GRAS)» par la FDA (Food and Drug Administration). De plus, il a été
approuvé pour des utilisations chez ’lhomme, dans I’alimentation, les cosmétiques et I'industrie
pharmaceutique.

Le couplage de polyéthylene glycol aux molécules thérapeutiques, décrit pour la
premiere fois dans les années 70, est maintenant une stratégie trés largement utilisée pour
modifier les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques des molécules, comme leur
solubilité ou encore leur clairance. Dans la littérature, cette stratégie est largement décrite pour
des PEG présentant des poids moléculaires supérieurs a 5000 Da. Depuis ces 25 derniéres
années, plusieurs macromolécules (protéines, enzymes...) couplées a des PEG de haut poids
moléculaire ont recu leur autorisation de mise sur le marché par la FDA (Tableau 2)199-114,
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Nom du Type de Taille du Indication Année
médicament molécule PEG (Da) thérapeutique d’approbation
Pegadamase Déficit immunitaire

E R 1
(Adagen®) nzyme > 000 combiné sévere 990
Pegaspargase Enzyme 5 000 Leucémie 1994
(Oncaspar®)
Peginterferon-a2b . L
(PEG-INTRON®) Protéine 12 000 Hépatite C 2000
Peginterferon-a2a . L
(PEGASYS®) Protéine 40 000 Hépatite C 2001
Pegfilgrastim Protéine 20 000 Neutropénie 2002
(Neulasta®) P
Peg“'”’“agt Protéine 5000 Acromégalie 2003
(Somavert®)
Pegaptanib Oligonucléotide | 40 000 Degenerescence 2004
(Macugen®) maculaire liée a I'age
mPEG:epoetm-B Protéine 30 000 Maladies ch'ronlque du 5007
(Mircera®) rein
Certolizumab pegol - .
. Antigéne 40 000 Maladie de Crohn 2008
(Cimzia®)
PEG-uricase Enzyme 10 000 Goutte 2010

(Puricasel®)

Tableau 2 : Exemples de médicaments (macromolécules) fonctionnalisés par des PEGs de haut poids moléculaire
(Poids moléculaire > 5 000 Da)09-114

Alors que la plupart de ces médicaments PEGylés sont des macromolécules, la
PEGylation est également une stratégie émergente pour améliorer les propriétés de petites
molécules a visée thérapeutique''>!'’. Cependant, la PEGylation de petites molécules est un
véritable défi. En effet, I'introduction de groupement PEG volumineux, sur des composés de
petite taille, peut perturber les interactions de ceux-ci avec la cible biologique, et conduit a de
fortes pertes d’affinité. Pour la fonctionnalisation de petites molécules par des groupements
PEGs, il est donc crucial de disposer de relations structure-activité fines dans la série chimique
d’intérét, afin de choisir la position d’ancrage, la taille et la topologie du PEG!8, La littérature
regorge d’exemples d’études de profil pharmacocinétique pour des macromolécules couplées a
des PEG de poids moléculaires élevés?®121,
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Cependant, tres peu de données sont disponibles pour des petites molécules couplées a
des PEG de faible poids moléculaire (< 5 000 Da)*??1%>, En effet, seul le Naloxegol, qui a recu son
autorisation de mise sur le marché en 2014 pour le traitement des constipations induites par les
opiacés possede un groupement PEG de 7 unités éthylénes glycol (Figure 43). Ce groupement
PEG a été introduit pour limiter le passage de la barriére hémato-encéphalique.

0]
{~"Teo
7
Figure 43 : Structure du Naloxegol
Nous nous sommes donc intéressés au développement d’agonistes de TGR5, couplés a
des PEG de courtes longueurs, pour étudier 'effet de la PEGylation d’une part sur l'activité sur

le récepteur TGR5, et d’autre part sur les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in
vitro et in vivo de ces agonistes PEGylés de TGR5.

b. Synthéses d’analogues PEGylés

Pour réaliser la synthése de nos composés, nous avons choisi d’utiliser des mPEG
(méthoxy PEG) mono-fonctionnalisés commerciaux. Les différents composés que je vais
présenter ont été congus en faisant varier la nature du bras espaceur ou la longueur de la chaine
PEG (Figure 44).

_0
@NI Vg F PEG
/@ Bras espaceur \/\o/\/o\/\o/\/oj
R = H, OMe [0\/\0/\/0\/\0
O/\/O\/\O/\/Oj
Pharmacophore ,../O\/\O/\/O\/\O

Figure 44 : Conception des composés fonctionnalisés par des PEG

-76-



Optimisation du kinétophore

i Synthése de composés PEGylés avec un lien éther

Une premiere série de composés a été obtenue en introduisant le méthoxy-PEG via un
lien éther. Afin d’étudier l'influence de la distance entre le groupement PEG et le
pharmacophore sur I'activité, deux types de composés ont été synthétisés (Figure 45) :

- Sans bras espaceur
- Avec un espaceur de type phényle

/O
QNI Lo F \©\ PEG

0 o
Bras espaceur Ocro~ \/\8/\/ ]
R =H, OMe [O\/\o/\/ ~"0
O/\/O\/\O/\/Oj

0 )
Pharmacophore 0T INT0

Figure 45 : Structure des types de composés PEGylés envisagés

Pour la synthése du composé 8, la thiourée 1d, dont la synthése a été présentée
précédemment, est alkylée avec l'intermédiaire 8v pour conduire a l'intermédiaire 8a. L’étape
de cyclisation conduit au composé souhaité, sans espaceur, avec un rendement moyen de 21%,
apreés purification par HPLC préparative (Figure 46).

Cl F
F 0[/\0] 0 3
\ N N
: \NKNWN K,CO,, MeCN : ‘NKN\?N T3P, DIEA O/@N/[)\S F
t.a., 24h AcOEt, yw | N o
y F 150°C. 10 min g~ Ao
F
F
Of~of, 8 21%

8a 55%
Figure 46 : Synthése du composé 8

La synthese de l'intermédiaire 8v est réalisée en 5 étapes a partir du 2,6-difluoro-4-
hydroxybenzonitrile (Figure 47). L’hydrolyse de la fonction nitrile est tout d’abord effectuée
dans un milieu basique aqueux, puis I'acide carboxylique 8i obtenu est estérifié (8ii), avant
d’étre réduit, en présence de DIBAL-H dans le THF, pour conduire a I’alcool phénol 8iii. Le tosyle
de poly(éthyléne glycol) méthyl éther (M, = 2 000 g/mol) commercial est couplé au 3,5-difluoro-
4-hydroxyméthyl-phénol 8iii dans I'acétonitrile, en présence de carbonate de potassium, puis
I'alcool benzylique 8iv est substitué par un chlore pour donner l'intermédiaire 8v avec un
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rendement quantitatif. Cette étape de chloration, réalisée en présence de chlorure de mésyle, a
été optimisée par le Docteur Lasalle. En effet, I'utilisation d’un agent de chloration classique
(chlorure de thionyle) conduisait a la dégradation du milieu réactionnel. La substitution de
I'alcool benzylique par un mésylate avait donc été envisagée et avait conduit a I'obtention du
dérivé chloré.

1) DIBAL-H, THF

t.a., 1n30
N F NaOH, H,0 O F H,SO,, MeOH O F 2) NaK-tartrateag IM OH F
XN o . ° X
\ﬁ\/j\ 100°C, 4jrs |y O)ﬁ 65°C, 18h \O)ﬁ t.a., 30min ﬁ
F OH F OH F OH F OH
8i 8ii Siii
9
s, o |K,CO, MeCN
/@6 o, 80°C, 18h
cl F NEt,, MeSO,Cl  OH F
DCM, t.a., 18h
F o~O%k, F o~k
8v 100% 8iv 89%

Figure 47 : Synthése de l'intermédiaire 8v nécessaire a la synthése du composé 8

Afin de réaliser la synthése du composé avec I'espaceur phényle, la voie de syntheése a
été préalablement optimisée. En effet, I'introduction de I'espaceur phényle a été effectuée par
couplage pallado-catalysé et a nécessité une optimisation.

La mise au point de |'étape d’obtention du motif biphényle a été réalisée sur un
composé prototype dépourvu de kinétophore (9) a partir du précurseur aryle bromé 9b (Figure
48). Le composé bromé 9b est obtenu, comme précédemment, a partir de la thiourée 1d.
L'alkylation avec le 5-bromo-2-(chlorométhyl)-1,3-difluoro-benzene 9i, obtenu par chloration de
I'alcool benzyliqgue commercial correspondant, conduit a I'isothiourée 9a avec un rendement de
62%. L’étape de cyclisation conduit a I'intermédiaire 9b avec un rendement moyen. L’étape de
couplage de Suzuki est réalisée, lors de la derniére étape de synthése, par réaction entre
I'intermédiaire bromé 9b et I'acide phénylboronique.
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0
oK ¥
|
o K,COy Nal g N)K/NYN
]@ o HoH MeCN, t.a., 16h -
~0 N)K/ N \©\ clF
F

\ S K j F F
1d F Br
9 80% Br
NEL, Mesozcﬂ‘ 9a 62%
DCM, t.a., 18h T3P, DIEA

OHF ACOEt, W
5@\ 150°C, 10 min
F Br

/
(0]
\O/Q [N couplage de \O/@ [N
»\s F Suzuki N N»\S F
P o]
B Br
) o 1® © F

Figure 48 : Synthése du composé 9

Dans le Tableau 3 ci-dessous sont présentés les différents essais réalisés. Les conditions
réactionnelles 1 et 2, issues de réactions effectuées au laboratoire, n‘ont pas conduit a la
formation du composé souhaité. Les conditions 3 et 4 ont permis la formation du composé 9. La
condition 4 a été obtenue a partir de la condition 3, en ajustant la température de chauffage au
micro-ondes, pour éviter la dégradation du milieu réactionnel?°.

Condition | Base | Catalyseur Solvant Chauffage/Temps | Commentaires
1 K3PO4 Pd(OAc); H.O/Dioxane (3/1) 60°, 24h Pas de réaction
2 K2COs | Pd(PhsP).Cl, | H,O/Dioxane (3/1) 70°C, 18h Pas de réaction
H,O/DME/EtOH uw Conversion mais
3 Cs2CO Pd(PhsP , )
s2s (PhsP)a (3/2/1) 150°C, 10 min dégradation
H,0/DME/EtOH LW Conversion

totale, peu de
dégradation

4 Cs,CO3 | Pd(PhsP
2 (PhaP)s (3/2/1) 100°C, 10 min

Tableau 3 : Optimisation de la réaction pallado-catalysée de Suzuki pour I’obtention du composé 9

Ces conditions optimisées (condition 4) ont été utilisées pour I'obtention du composé
10, a partir du précurseur bromé 10b (Figure 49). Le composé 10b est obtenu en 2 étapes a
partir de la thiourée 2d. La thiourée 2d formée est alkylée avec le 5-bromo-2-(chlorométhyl)-
1,3-difluoro-benzéne 9i pour former I'intermédiaire 10a. La cyclisation au T3P permet d’obtenir
le précurseur bromé 10b voulu avec un rendement quantitatif. Aprés substitution du 4-(4,4,5,5-
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tetraméthyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phénol avec le tosylate de poly(éthylene glycol) méthyl
éther (M, = 2 000 g/mol), I'intermédiaire 10i est obtenu avec un rendement de 31% apres
purification. Les deux intermédiaires, 10b et 10i, sont ensuite engagés dans le couplage de
Suzuki pour obtenir le composé 10 apres purification par HPLC préparative. Le rendement

moyen obtenu (46%) est dO a des difficultés rencontrées lors de la purification et non a une
conversion partielle.

O
: 0,8
]©\ g MKéﬁoty Nalleh o NK/NYN
N ech. ta, SN
\

H
0 N _MeCN, t.a., 16h
S F Cl F F E O\
2d N 5@
F Br
9i Br
10a 86%

T3P, DIEA
AcOEt, uywW
150°C, 10 min

/ /
o o}
D N Cs,CO, Pd(Ph,P), /@ N
N N
o) N[% H,O/DME/EtOH 0 N/@»\S F
/

NN S - HW 100°C, 10 min
e g S e T
F onwol\n

I F
10 46% 100 31% 10b 100%
n=232-56 HO| Tos | K,CO,, MeCN
b~oks 80°C, 18h
Q
O.B :
OH
Figure 49 : Synthese du composé 10
ii. Syntheése de composés PEGylés avec un espaceur biphényl-amide

Une deuxieme série de composés PEGylés présentant un espaceur biphényle et un lien

amide a été synthétisée. Six composés ont été préparés selon deux voies de synthése (Tableau
4).
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@Ix

e e

Composé R n
2 -H -
13 4-13
14 11-25
11 H 12 -24
15 \QYONVOH 31-57
12 33-57
16 100 - 138

Tableau 4 : Composés avec espaceur phényle-amide envisagés

La premiére voie de synthése est similaire a celle précédemment présentée pour
I’'obtention du composé 10 : le polyéthylene glycol éther amine (Mn = 750 ou 2 000 g/mol) est
couplé a I'acide 4-carboxyphénylboronique en présence de 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) et de
dicyclohexylcarbodiimine (DCC) pour conduire aux intermédiaires 11i et 12i. Le coulage de
Suzuki dans les conditions présentées précédemment permet I'obtention des composés 11 et
12 (Figure 50).

Cs,CO,, Pd(Ph.P), O
:@ [ H,O/DME/EtOH D [
s LW 100°C, 10 min sk

e
@ Q\g“voh

11i  66% 11 n=12-24 43%
121 64% 12 n=33-57 47%

HOBt, DCC, NEt,

DCM, ta. & 40°C THZN[\/\O]/H

18h & 24h

Figure 50 : Synthése des composés 11 et 12

Dans la deuxieme voie de synthése, plus convergente, le motif PEG est introduit lors de
la derniére étape de synthése (Figure 51). La réaction de Suzuki ne permettant pas d’obtenir de
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tres bons rendements, I'introduction des PEG a été réalisée, apres |'étape de couplage pallado-
catalysée, et a conduit a de meilleurs rendements et des étapes de purifications plus simples.
Les composés 13 a 16 ont donc été obtenus par un couplage entre I'intermédiaire biphényle
acide carboxylique 13a et les amines poly(éthylene glycol)méthyl éther commerciales
correspondantes (M, = 500, 750, 2 000 et 5 000 g/mol) en présence de DCC et d’HOBt. Il est
important de noter que les composés 11 et 14, ainsi que 12 et 15 ont été synthétisés a partir
des mémes lots d’amines PEGylées commerciales, mais les étapes de purification conduisent a
des composés présentant des profils de masse légérement différents. Je reparlerai de ces profils
de masse plus tard, dans le manuscrit.

(o) HO/B@OH 0
O SO g
O N/éfN»\ % © N/é/?\j»\s F

s F
/ \\Q Cs,COaq., Pd(Ph.P), / O
Br DMF, pW 100°C, 10 min
<0 F : o E OH
F F O

10b 13a 56%

HN[_~of |DCC, HOBt, NEt,
ko, lDCM,t.a.,lGh

13 n=4-13 62% . D N
14 n=11-25 72% 0 N/[ks F

N
15 n=31-57 42% ! O H ,
4
16 n=100- 138 67% - . O N0
£ o}

Figure 51 : Synthése des composés 13 a 16

jii. Synthése de composés PEGylés avec un espaceur fonctionnalisé par
une amine ou un ammonium

L'introduction d’un espaceur flexible de type alkyle, possédant une fonction protonable
a pH physiologique, a été envisagée pour étudier I'influence de la flexibilité de I'espaceur et de
I'ajout d’une charge sur les activités in vitro et les propriétés ADME. Pour cela, la synthése est
réalisée selon le méme schéma réactionnel : la thiourée 1d est alkylée par I'intermédiaire 17ii
synthétisé au préalable, puis l'isothiourée 17a est cyclisée pour conduire au 5-amino-2-
thioimidazole substitué par un groupement chloropropyle 17b. Cet intermédiaire chloré est
ensuite mis en jeu, dans une réaction de substitution nucléophile avec I'amine poly(éthyléne
glycol)méthyl éther (M, = 750 g/mol), ou la diméthylamine poly(éthyléne glycol)méthyl éther
17iii, pour obtenir les composés 17 et 18 (Figure 52). La diméthylamine poly(éthyléne
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glycol)méthyl éther 17iii est obtenue avec un rendement de 64%, a partir de I'amine
commerciale correspondante, par réaction d’amination réductrice en présence d’une résine
cyanoborohydrure d’ammonium?27-12%,

Cl F |
b9 ° o
| F o™~"c k/N N
o 17ii o N Y
DS AR —= s U
~0 NKNYN\Q\ K,CO,, Nal F F
| S F MeCN, ta,, 16h
1d
O__~_Cl
17a  75%
T3P, DIEA, AcOEt
pW, 150°C, 10min
/
o 0
o 1 | N Cs,CO,, Nal . @ N
© N/ka F DMF, yw, 150°C, 1h O N/[Ny\s F
f = I
N o
o~ H NP, "¢
F F
F Paraformaldehyde F
1 e résine 17b  65%
n=13-20 cyanoborohydrure
DCM/Acide acétique
t.a., 24h

Cs,CO,, Nal
~ (0] 2 3
"“P\/ N | omE, w., 150°C, 2h

n
18i

/
(0]
ol
s o
+ n

N
&) Jo A

F
18 13%
n=12-23
Figure 52 : Synthése des composés 17 et 18

L'intermédiaire chloré 17ii, utilisé pour I'alkylation de la thiourée, est obtenu en deux
étapes, a partir du 3,5-difluoro-4-hydroxyméthyl-phénol 8iii par substitution du phénol par le 1-
chloro-3-bromopropane. La chloration de I'alcool benzylique de I'intermédiaire 17i, en présence
de chlorure de mésyle dans le dichlorométhane, conduit a l'intermédiaire 17ii avec un

rendement quantitatif (Figure 53).

OHF OHF NEt;, MeSO,Cl  CI F
Br™>""Cl DCM, t.a., 18h
K,CO,, MeCN
/\/\ /\/\
F OH ‘goo¢. 10n F o Cl F o) Cl
8iii 17i 93% 17ii 99%

Figure 53 : Synthése de l'intermédiaire 17ii nécessaire a la synthése des composés 17 et 18
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iv. Synthése de composés PEGylés avec un espaceur amide inversé

Afin d’étudier l'influence de la liaison amide, reliant le pharmacophore au kinétophore,
nous nous sommes intéressés a la synthése d’'un composé PEGylé avec une liaison anilide. A
partir de I'intermédiaire bromé 10b, un couplage de Suzuki avec le 4-(4,4,5,5-tetraméthyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)aniline permet d’obtenir I'intermédiaire biphényle aniline 19a. Le couplage de
I’aniline avec le chlorure de (polyéthylene glycoxy) acétyle 19i (M, =5 000 g/mol),préalablement
synthétisé, conduit au composé 19, avec un rendement de 29% (Figure 54).

vy
Qi_%sF ONHz /QI)\SF

Cs,CO,aq., Pd(Ph3P)4,
Br DMF, pW, 100°C, 10 min O o
NH,

10b 19a  52%
Socl,, DCM
0 _ta,th 0 Q DIEA, DCM
Ho Ok ~oF, c~Ohot, ta., 16h
19i

19 29%
n=99-133
Figure 54 : Synthése du composé 19

C. Caractérisation des composés PEGylés

Tous les composés obtenus sont synthétisés a partir de réactifs PEGylés commercialisés
sous forme de mélanges polydisperses. Ainsi, tous les intermédiaires de synthese et les produits
finaux obtenus a partir de ces produits commerciaux se présentent également sous forme de
mélanges polydisperses. Il est donc important de caractériser de fagon précise les mélanges de
composés PEGylés obtenus!3® 131 Plusieurs paramétres permettent de caractériser un
polymeére : la nature du monomere (ici, le motif éthyléne glycol), les groupements terminaux (le
pharmacophore et un groupement méthoxy dans notre cas), la topologie du polymeére (linéaire
pour nos composés), et les parametres de distribution. Ces derniers permettent de déterminer
la masse moléculaire moyenne des composés et sont caractérisés par différentes grandeurs :
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e La masse moléculaire moyenne en nombre M, (exprimée en g/mol) :

M. = 2 N M;
" xN;
ou N;représente le nombre d’oligoméres de degré de polymérisation i et de masse M..

e La masse moléculaire moyenne en masse My, (exprimée en g/mol) :

_ X NM;

M., ==t
Y Y NM;

Dans le cas d’un polymeére isomoléculaire (ou monomoléculaire) les masses moyennes
en nombre et en masse sont égales. Pour les polymeéres polymoléculaires, également appelés
polydisperses, les masses moléculaires moyennes en masse sont plus grandes que les masses
moléculaires moyennes en nombre, puisqu’elles donnent un poids statistique plus important
aux molécules de masses moléculaires élevées. Ainsi, on définit I'indice de polydispersité I, qui
caractérise la dispersité autour de la longueur de chaine moyenne :

Dans le cas de molécules polydisperses dont lI'indice de polydispersité est élevé, la
largeur de la distribution o (= écart-type) permet de renseigner sur la largeur de la gaussienne
(amplitude de masses du polymeére) et est définie par la formule suivante :

0= \/(Man - an)

Ces parametres de distribution peuvent étre déterminés a partir d’un spectre de masse,
N; étant assimilé a l'aire du pic de masse correspondant a l'oligomére de masse M. La
spectrométrie de masse permet également de déterminer la valeur modale (statistiqguement la
plus probable) de la masse moléculaire Mp, donnée par le pic d’intensité maximale dans la
distribution.

En général, avoir un indice de polydispersité faible est un prérequis nécessaire dans le
cadre d’applications pharmaceutiques. Un polymére, avec une homogénéité acceptable,
possede un indice de polydispersité (lp) inférieur a 1,1, pour assurer la reproductibilité en
termes de temps de résidence dans le corps!!?. Cette demande a été rapidement réalisée pour
les PEG commerciaux, depuis que la synthése polymérique peut étre contrélée pour atteindre
des lp inférieurs a 1,01.

L’appareil qui a été utilisé pour obtenir les spectres de masse est une LC-MS/MS Acquity
I-Class Xevo TQD (Waters) (colonne Acquity BEH C18 50 mm x 2,1 mm x 1,7 um, phases
mobiles : acetate d’ammonium 10 mM, acétonitrile 0,1% HCOOH). Tous les composés PEGylés
synthétisés ont été caractérisés dans ces conditions (Figure 55, Tableau 5).
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36-59

32-56

12-24

33-57

11-25

31-57

100 - 138

13-20

12-23

(@)
\@Nkovoyn 99 - 133

F

M

2502,2

2513,6

1408,5

2578,1

1081,2

1452,4

2574,3

5831,3

1305,3

1338,3

5782,5

Mw

2517,3

2532,7

1416,8

2599,8

1085,7

1461,7

2596,6

5855,7

1313,7

1346,5

5805,6

2408

2513

1353

2672

1089

1441

2496

5840

1276

1349

5788

Tableau 5 : Caractérisation des composés PEGylés synthétisés
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Nos composés PEGylés, présentant des indices de polydispersité faibles (I, < 1,01), sont
adaptés pour des études pharmacologiques et pharmacocinétiques in vitro et in vivo.

11 composés, présentant des kinétophores de type polyéthyléene glycol de poids
moléculaires variés (500 a 5 000 g/mol), ont ainsi été synthétisés afin d’étudier I'influence de la
taille du polymeére et de la nature du bras espaceur sur I'activité sur le récepteur TGR5, ainsi que
sur les propriétés physico-chimiques et ADME de ces potentiels nouveaux agonistes a visée
topique intestinale.

2. Conception et synthéses de composés anioniques a pH physiologigue

Dans cette partie, je présenterai la conception et la synthése de composés chimériques
portant une unité structurale polaire, chargée négativement a pH physiologique.

a. Etat de I’art

Dans une publication, concernant la recherche d’inhibiteur du transporteur apical
sodium-dépendant aux acides biliaires (ASBT ou IBAT), pour le traitement du diabete de type 2,
des composés décrits comme non absorbés sont présentés’®. Parmi les kinétophores utilisés
afin de limiter I'absorption intestinale des composés, des acides sulfoniques et des acides
carboxyliques, couplés au pharmacophore, ont permis une diminution trés importante de la
perméabilité membranaire. Des composés disulfonates et diacides carboxyliques sont
également reportés’®. De plus, une autre équipe, s’intéressant a la découverte d’agonistes non
absorbés de TGR5, a également synthétisé des composés possédant une fonction acide
carboxylique. Dans I'article publié en 2014, Zou et al. montrent que la fonctionnalisation du
composé Z-1 par une fonction acide carboxylique, pour donner le composé Z-2, permet
d’obtenir un composé moins perméable, et dont la concentration plasmatique est diminuée
apres une administration du composé chez des souris ICR, a une dose de 50 mg/kg, par rapport
au composé Z-1 (Figure 56)%°,
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cl Y%
O/
— H
0-4 %N
-1

O
0 4
OH
Z-2
com OSé hTG R5 mTG R5 Papp A->B Papp B>A Efﬂux [CompOSé]plasma
P ECso (hM) | ECso (nM) | (10°cm/s)  (10®cm/s)  ratio (ng/mL)

Z-1 0,28 0,92 2,10 1,50 0,7 65
Z-2 34 13 0,21 3,14 15 23

Figure 56 : Structure des composés Z-1 et Z-2, activités sur le récepteur TGR5, perméabilités (A->B, B>A), exposition
systémique®®

Nous nous sommes donc intéressés a la synthése de composés possédant une unité
structurale chargée négativement a pH physiologique. Nous avons choisi d’introduire des
groupements présentant des acidités différentes :

- Des fonctions sulfonates déprotonées quel que soit le pH physiologique (pKa < -1),

- Des acides carboxyliques (pKa = 4 - 5) qui seront neutres, et potentiellement
partiellement absorbés dans I'estomac, et déprotonés, donc moins perméables au niveau de
I'intestin.

b. Synthéses de composés fonctionnalisés par des groupements sulfonates

i Composés mono-sulfonates

La fonction sulfonate a été introduite sur une chaine alkyle, de longueur variable, reliée
au pharmacophore par un lien éther (Figure 57).

/

@)

\O@ [N
e

Figure 57 : Structure générale des composés sulfonates
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Le composé ML5 (n = 3, Figure 58), synthétisé précédemment par le Docteur Lasalle,
s’était révélé tres prometteur. Il présente de trés bonnes activités sur le récepteur TGR5 (hTGR5
ECso = 24 nM, mTGR5 ECsp = 0,4 nM), équivalentes, voire |égérement supérieures, a celles du
pharmacophore « nu» 1 montrant que ce type de kinétophore est trés bien toléré par le
récepteur. Le composé ML5 sera par la suite nommé composé 21.

/

o)

\O/D/[N% F NH,*
NS

?
/\/\S:O
O [
F 0]
F
21 (ML5)

Figure 58 : Structure du composé 21 (ML5)

Afin d’étudier 'influence de la longueur du bras espaceur, la synthése de deux autres
composés sulfonates, en réduisant ou en allongeant la chaine carbonée, a été envisagée.

La synthése de ces trois composés fonctionnalisés par un groupement sulfonate est
présentée dans la Figure 59.

La thiourée 1d est alkylée en milieu basique par les intermédiaires chlorés,
préalablement synthétisés en deux étapes a partir du 3,5-difluoro-4-hydroxyméthyl-phénol 8iii,
pour obtenir les isothiourées correspondantes 20a a 22a (respectivement n =2 a n = 4), avec
des rendements moyens. L’étape suivante consiste a cycliser ces intermédiaires isothiourées, en
présence de T3P et de DIEA dans |'acétate d’éthyle, pour donner les intermédiaires 20b a 22b.
Enfin, I'introduction du groupement sulfonate a été réalisée en derniére étape, en présence de
sulfite de sodium et d’iodure de sodium par chauffage micro-onde a 130°C pendant 2 a 4h, pour
conduire aux composés 20 a 22 désirés’® 132,
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0 o Nal, K,CO, 0
]@L H H MeCN, t.a., 16h j@\ Q H
AL AN R LEUN O § ot
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20ii n=2 92%
2lii n=3 93% O[\/]CI
22ii n=4 90% n
- Clp_jBr F TMeSOZCI, NEL, 20a n=2 47%

o e e B
o - 20 e F 22a n=4 64%

go°c,10h  CILJO

8iii 20i n=2 48%
21i n=3 92% T,P, DIEA,
22i n=4 70% AcOEt, uw
150°C, 10 min
/
0]

R N Na,SO,, Nal /@
O/QN/[N»\S F NH,* Dloxane/HO I)\

s F

/ Q o-
W “aw, 130°C, 130°C, -
. o[>0 2h30 & 3h30 - o\

20 n=2 21% 20b n=2 100%
21 n=3 20% 21b n=3 100%
22 n=4 31% 22b n=4 100%

Figure 59 : Synthese des composés 20 a 22

Les composés ont été obtenus sous forme de sel d’ammonium, aprés purification par
HPLC préparative dans un tampon a pH 3,8 acide formique/ammoniaque. La présence de
I'ammonium a pu étre vérifiée par la RMN du proton dans I'acétonitrile ou le chloroforme pour
les trois composés sulfonate, puisqu’une intégration de 4 protons correspondant aux 4 protons
du contre-ion NH4* a été observée.

ii. Composé disulfonate

La synthése d’un composé disulfonate a été envisagée, afin d’évaluer l'effet de
I'introduction de charges supplémentaires sur la perméabilité. La voie de synthese est
présentée dans la Figure 60. La thiourée 1d est alkylée par I'intermédiaire 23iii, pour donner
I'isothiourée correspondante 23a avec un rendement moyen. L’étape de cyclisation au T3P, puis
la déprotection en milieu acide ont permis |'obtention de lintermédiaire amine 23c.
L'introduction des deux chaines aliphatiques, comportant le groupement sulfonate, a été
réalisée dans un mélange aqueux basique (NaOH, Nal, H,O/Dioxane)*33, et a d’abord conduit a
la dégradation du milieu réactionnel. Le composé 23 désiré a été obtenu par passage dans un
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milieu organique (DIEA, DMF)’® et chauffage micro-onde avec un faible rendement de 16%
apres purification par HPLC préparative. L’analyse RMN a permis d’observer la présence d’un pic
large intégrant pour seulement 4 protons, suggérant la présence d’un seul contre-ion NH4".

| | /
o

OD\ DIEA, MeCN o oy T3P, DIEA
_ ta,18h ]@\ 80°C, 48h /\@
~ N N. _N ’ N N
0 < % N)K/ i 0 N[»\S F O
‘ s ‘ S N )
\é’F F / N»\O
1d 00 \#/ F F o/\/\
0_N_~_O ~0
Y 0_0 F o
23iii o ?\T o F )V
I~
>f E( 23b 62%
23a 35% TFA, DCM
t.a., 5h
|
o o
N N NH,+ N N
O/Q A3 .o F “ O/®\ Ay
H i} bg F
s Lo Cosope T T
N —
o~ . Nal, DIEA, DMF o~ N
F SO% W, 100°C, 2h F
F F
23c 98%
23 16%

Figure 60 : Synthese du composé disulfonate 23

L'intermédiaire 23iii a été synthétisé, comme présenté dans la Figure 61 ci-dessous. Le
3,5-difluoro-4-hydroxyméthyl-phénol 8iii a été substitué par le 1,3-dibromopropane. La fonction
amine est introduite, a I'étape suivante, par réaction entre I'intermédiaire bromé 23i et le di-
tert-butyl-iminodicarboxylate pour donner [lintermédiaire 23ii avec un rendement
quantitatif'3*. Puis, I'alcool benzylique a été transformé en dérivé chloré, par substitution
nucléophile, en présence de chlorure de mésyle et de triéthylamine dans le dichlorométhane, a
température ambiante pendant 18h.

oH H OH Cl
N_O MeSO,Cl, NEt
YU F F 2~h NEL F F
F e o) ~ 4/ DCM, t.a., 18h 4/
0._0 0.0
KCO MeCN "Cs,CO., DMF ,CO,, DMF Y Y
80°C, 3h O__~_Br T70°%, 30 min O\A/NYOK OWNYOK
gi .
i 231 76% 23ii 100% 23iii 87%

Figure 61 : Synthése de l'intermédiaire 23iii nécessaire a la synthése du composé 23

C. Synthése de composés fonctionnalisés par un acide carboxylique

Nous nous sommes également intéressés a la conception et la synthése de composés
fonctionnalisés par un ou deux acides carboxyliques.
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i. Composé acide carboxylique

La fonction acide carboxylique a été introduite sur le pharmacophore via un espaceur
rigide de type phényle (composé 13a - Figure 62). La synthése de ce composé a été présentée
précédemment lors de la synthese des composés PEGylés.

/
o
\O/Q [N
NS s F

13a
Figure 62 : Structure du composé 13a

ii. Composé diacide carboxylique

L'introduction de deux fonctions acide carboxylique, a également été envisagée avec la
synthése du composé 24. Il posseéde deux fonctions acides carboxyligues et une amine
secondaire, ce qui conduit globalement a une seule charge négative (et un zwittérion).

Afin de réaliser la synthese de ce second composé fonctionnalisé par deux acides
carboxyligues, nous avons effectué une analyse rétro-synthétique. Deux voies de synthéses ont
été envisagées. Les déconnections stratégiques de part et d’autre de l'azote de I'amine
secondaire permettront de réaliser une amination réductrice, et ceci en inversant les positions
respectives de I'amine et du dérivé carbonylé mis en jeu. Puis la déconnection entre les deux
cycles aromatiques permettra de réaliser facilement un couplage de type Suzuki entre
I'intermédiaire 10b et I'acide boronique d’intérét (Figure 63).
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J@z[w
OB,

24

Figure 63 : Analyse rétro-synthétique du composé 24

Dans un premier temps, nous avons choisi la voie de synthése de gauche. Le premier
essai a été réalisé a partir du composé benzylamine 24a obtenu a partir de l'intermédiaire
bromé 10b couplé avec I'acide [4-[(tert-butoxycarbonylamino)méthyl]phényl]boronique apres
déprotection de I'amine en présence d’acide trifluoroacétique. L'intermédiaire 24a obtenu est
engagé dans une réaction d’amination réductrice avec le diéthyl-3-oxoglutarate, en présence
d’acide acétique et de cyanoborohydrure de sodium dans le THF3> 136 ors de cette réaction, le
milieu réactionnel s’est dégradé au cours du temps, et n’a donc pas permis d’obtenir le
composé 24b souhaité. Un second essai d’amination réductrice réalisé dans le méthanol, en
présence de tamis moléculaire 4A & température ambiante pendant 72h, a également conduit a
la dégradation du milieu réactionnel (Figure 64)%37.
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Figure 64 : Premiére voie de synthése du composé 24b infructueuse

L'intermédiaire 24b n’ayant pas été obtenu par cette premiere voie de synthése, la
seconde voie de synthése a été envisagée (Figure 65). Pour cela, I'acide 3-aminopentanedioique
commercial a d’abord été estérifié dans I'éthanol, en présence de chlorure de thionyle pour
donner l'ester éthyligue du 3-aminopentandioique 24i. L'intermédiaire 24a’ est obtenu par
couplage de Suzuki a partir du dérivé bromé 10b et de l'acide 4-formylphenylboronique
commercial. La réaction d’amination réductrice a ensuite été réalisée entre l'intermédiaire
aldéhyde 243’ et I'ester éthylique du 3-aminopentandioique 24i en deux étapes :

1) la formation de l'imine est réalisée en présence d’acide acétique dans le
dichloroéthane (DCE) a température ambiante pendant 16h,

2) le réducteur est ajouté, et le milieu réactionnel est agité pendant 1h, pour
obtenir I'intermédiaire 24b avec un rendement de 38%.

Enfin, la saponification permet d’obtenir le composé 24, avec un rendement de 40%
apres purification par HPLC préparative.
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Figure 65 : Seconde voie de synthése du composé 24

Ainsi, 5 composés, fonctionnalisés par des groupements kinétophores anioniques a pH
physiologique, ont été synthétisés. Nous pourrons donc étudier l'influence de la taille et de la

nature de I'espaceur, ainsi que du type de fonction acide, sur I'activité et les propriétés ADME
de ces composés.

3. Conception et synthéses de composés cationiques a pH physiologique

a. Etat de I'art

Les composés chargés positivement font aussi I'objet de recherche pour la découverte
de nouveaux agonistes non systémiques de TGR5. En effet, dans trois brevets de la société
Exelixis, publiés entre 2011 et 2014, des composés imidazoles et triazoles, comportant des
ammoniums quaternaires, sont décrits. Cependant aucunes données pharmacocinétiques et
pharmacodynamiques chez I'animal ne sont présentées'3®140 En 2016, Cao et al. se sont
intéressés a I'obtention d’agonistes de TGR5 ciblant I'intestin par fonctionnalisation de leur
composé avec des ammoniums quaternaires (Figure 66)'*!. Le composé AM-2 posséde de trés

bonnes activités sur les récepteurs humain et murin, une faible perméabilité et une faible
exposition systémique!4!,
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AM-1 0,55 2.8 0,55 043 | 08 nd
AM-2 a1 0,71 0,06 0,8 14,1 0,071

Figure 66 : Structure, activités, perméabilité et concentration plasmatique des composés AM-1 et AM-2 aprés une
administration orale chez des souris ICR a une dose de 100 mg/kg4. nd: non déterminé.

La synthése de deux composés fonctionnalisés par des ammoniums a été réalisée au
laboratoire par le Docteur Lasalle lors de sa thése (Figure 67)%. Ces composés conservent de
bonnes activités sur les récepteurs TGR5 humain et murin, avec cependant une légére perte par
rapport au pharmacophore « nu » 1.

_0
- IelpY:
N
o /
N N \
0@ Ns R
i { )o
© t@\ HCOO © F HCOO
NT F ¥
F 7\ N L
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ML6 ML7

hTGRS EC,, (nM) = 253 hTGRS ECy, (nM) = 240
mTGRS EC,, (M) = 15 mTGR5 ECg, (nM) = 9,8

Figure 67 : Structure et activités des composés ML6 et ML7 obtenus par le docteur Lasalle

Dans le but d’affiner les relations structure-activité de ce type de composés cationiques,
je me suis intéressée a la synthése de nouveaux composés fonctionnalisés par des amines
tertiaires et des ammoniums quaternaires.

b. Synthéses de composés fonctionnalisés par une amine tertiaire et des
ammoniums

Nous avons choisi d’affiner les relations structure-activité pour les composés présentant
une charge positive a pH physiologique en introduisant des kinétophores amine tertiaire ou
ammoniums. Le composé ML6, synthétisé par le Docteur Lasalle, présentait un bras espaceur de
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type alcyne. Des analogues, présentant un lien alkyle plus flexible, ont été synthétisés pour
étudier l'influence de la flexibilité du bras espaceur sur les activités (Figure 68).

R = Me, Et

Figure 68 : Structures des composés amines et ammoniums envisagés

La synthése du composé 25, fonctionnalisé par une amine tertiaire, a été envisagée
comme suit (Figure 69) :

1) alkylation de la thiourée par lI'intermédiaire chloré fonctionnalisé par I'amine
tertiaire,

2) cyclisation au T3P.

Cependant, lors de la synthése de I'intermédiaire réactionnel 25i, |'étape de substitution
du 3,5-difluoro-4-hydroxyméthyl-phénol 8iii par le N,N-diméthyl-3-chloropropylamine n’a pas
permis d’isoler le produit voulu. En effet, la réaction dans le DMF, en présence de carbonate de
césium et d’iodure de sodium par chauffage micro-onde a 160°C pendant 20 minutes, a conduit
a la formation du produit qui s’est dégradé lors des lavages acido-basiques!*?.

o

NOB Y neRy: - y
No N~  -—-NALo N__N N N /
O N - (0] N = . O’@ N
At at & ST ML iy & GHaS e WA I I
F F / .
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Lo W, 0§

25 O ~NL 25
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Figure 69 : Essai de synthése du composé 25
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La synthese de deux composés ammoniums et du composé fonctionnalisé par une amine
tertiaire (composé 25) a donc été envisagée, et réalisée de fagon plus convergente, a partir de
I'intermédiaire chloré 17b, par substitution nucléophile avec différentes amines secondaires ou
tertiaires (Figure 70). Le faible rendement obtenu pour le composé 26 est di a des difficultés
rencontrées lors de I'étape de purification par HPLC préparative.

_0 _0 _0
ol w ol Y. w ol
NTNTTS - NN v NN HCOO
\\ij K,CO,, Nal \\Q\ K,CO,, Nal Ly
© . 0/\”'\“/ MeCN, 80°C, 24h © . O ™""Cl \eCN, 80°C, 48h . o/\ﬁl\‘l\
F F F
25 46% 17b 26 8%
) [Nat, MecN,
L |80°C, 48h

o
\O/Q N F HCOO
s

@ t@o&ﬁﬁ

27 38%

Figure 70 : Synthese des composés 25 a 27

De cette facon, trois nouveaux composés ont été obtenus pour affiner les relations
structure-activité des composés de type cationiques a pH physiologique. Nous pourrons étudier
I'influence de la flexibilité du bras espaceur, mais également I'effet de I'encombrement de la
fonction ammonium sur I'activité et les propriétés ADME.

4, Conception et synthése d’un composé zwittérionique

a. Etat de I'art

Dans les travaux sur la recherche d’inhibiteurs non systémiques du transporteur aux
acides biliaires IBAT, des composés zwittérioniques ont également été décrits, et présentent
une trés faible exposition systémique (Figure 21)’8. Dans le cadre de notre stratégie a visée
topique intestinale, la synthése d’'un composé de type zwittérionique semblait donc
intéressante et a donc été envisagée. Les composés 23 et 24 présentés précédemment comme
étant des composés anioniques a pH physiologique, possédent également une fonction
zwittérionique et pourront étre comparés au composé présenté ci-dessous.

b. Synthése d’un composé zwittérionigue

Nous nous sommes donc intéressés a la synthese du composé 28 ci-dessous présentant
un espaceur rigide, de type phényle (Figure 71).
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Figure 71 : Structure du composé zwittérionique envisagé

A partir de l'intermédiaire biphényle aldéhyde 24a’, I'étape d’amination réductrice a
conduit a la formation du produit désiré, mais également a la formation du produit de
cyclisation, correspondant a l'attaque de la fonction amine secondaire nucléophile sur la
fonction ester éthylique. Ce produit de cyclisation est majoritairement formé lors de cette
réaction, comme constaté lors de I'analyse LCMS (Figure 72).
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Figure 72 : Réaction d'amination réductrice pour former l'intermédiaire 28a et analyse LCMS du milieu réactionnel

La réouverture du cycle!®?, ainsi que la saponification de lI'intermédiaire 28a, a été
tentée sans purification du mélange réactionnel précédent en présence de soude 1M dans un
mélange dioxane/eau. Cette réaction d’ouverture du cycle en conditions basiques n’a
cependant pas conduit a la conversion du composé en produit attendu (Figure 73).
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Figure 73 : Synthése du composé 28 infructueuse

Afin d’éviter la cyclisation intramoléculaire, nous avons choisi de réduire la longueur de
la chalne carbonée, et de réaliser I'amination réductrice avec I'acide 3-aminopropanoique, et ce
dans les mémes conditions que précédemment (Figure 74). La réaction a été stoppée au bout de
5h pour éviter la cyclisation intramoléculaire. Seulement 70% de conversion du produit de
départ a été observé par LCMS. La purification par HPLC préparative en milieu basique a ensuite
permis d’isoler 10 mg du composé 28 avec un rendement de 9%. Ce faible rendement est
également dii a des probléemes de solubilité rencontrés pour la purification.
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Figure 74 : Deuxiéme essai de synthése du composé 28

Le rendement obtenu étant trés faible, un autre essai de synthése a été réalisé pour
augmenter le rendement de cette derniere étape de synthese (Figure 75). L’amination
réductrice mettant en jeu I'intermédiaire 24a’ et I'éthyle 3-aminopropionate a été réalisée en 2
étapes. Le composé saponifié a également été formé lors de la réaction d’amination réductrice,
mais de facon minoritaire. Le milieu réactionnel n’est donc pas purifié, et la saponification
permet d’obtenir le composé 28 avec un rendement de 11% apres purification par HPLC
préparative. Le rendement obtenu s’explique de nouveau par des difficultés rencontrées lors de
la purification. En effet, un résidu d’oxyde de triphénylphosphine du couplage de Suzuki pour la
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synthése du composé 24a’ n’a pas été éliminé totalement lors de la purification, des fractions
de composé impur ont donc d( étre écartées.

O/@ [)\S 2N/\)LO/\ /@ [)\S O
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DCE, t.a., 16h
2) NaHB(OAC)3
F DCE, t.a., 1h |:
24a’ 28a

t.a., 16h

LiOH, H,0, THF,
puis 40°C, 1h

@Ixs OQ

28 11%
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Figure 75 : Troisiéeme essai de la synthése du composé 28

Ce composé zwittérionique nous permettra d’étudier l'influence de ce type de
kinétophore sur les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques.

5. Conception et synthéses de composés dimériques

a. Etat de I'art

La société Ardelyx, spécialisée dans les thérapies avec une exposition limitée a l'intestin
(gut restricted therapies), a un programme de recherche d’agonistes non systémiques de TGR5.
Un brevet, déposé en 2013, décrit une série chimique agoniste de TGR5, sur laquelle divers
kinétophores, et en particulier des diméres, ont été synthétisés et évalués'4*. D’autres
structures multimériques, a visée topique intestinale, sont également reportées dans un brevet
de la société Ardelyx, pour diminuer le transport de phosphate au niveau intestinal par
I'inhibition de I’échangeur sodium-hydrogene NHE3'%°. En 2015, une autre équipe a également
publié des structures dimérigques agonistes de TGR5 qui possédent une exposition systémique
limitée'#®. Le composé dimérique D-2 posséde une perméabilité trés faible, avec un fort efflux
actif, et sa concentration plasmatique est tres faible aprés administration du composé a une
dose de 150 mg/kg chez des souris ICR (Figure 76)%®.
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D-1
, hTG R5 mTG R5 Papp A->B Papp B>A [CompOSé]plasma
Compose ECso (nM) | ECso (nM) | (10©cm/s) (10 cm/s) Efflux (ng/mL)
D-1 1,5 18 6,75 5,58 0,8 nd
D-2 25 12 0,04 2,24 61 9,65

Figure 76 : Structure des composés D-1 et D-2, activités, perméabilité et concentration plasmatique aprés une administration
des composés a une dose de 150 mg/kg chez des souris ICR?, nd : non déterminé

Suite a la publication de ces structures multimériques agonistes de TGR5, et a l'intérét
de telles structures en tant que composés topiques intestinaux, nous nous sommes intéressés a
la synthése de tels composés dans notre série chimique, pour étudier leurs activités sur le
récepteur TGR5 et leur profil pharmacocinétique. Les poids moléculaires de ces composés
seront relativement élevés, et pourront donc étre peu absorbés au regard des regles de Lipinski.
Afin d’affiner les relations structure-activité de ce type de composés, nous avons choisi de
synthétiser des dimeéres, avec des bras espaceurs de nature variable.

b. Synthése de composés dimériques

i Dimeéres présentant un lien de type polyéthyléne glycol

Les deux premiers dimeres ont été synthétisés avec un espaceur PEGylé de 8 et 12
chainons polyéthyléne glycol, a partir de l'intermédiaire biphényl phénol 29a, obtenu par
réaction de Suzuki entre [lintermédiaire bromé 10b et le 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)phénol commercial (Figure 77). La substitution nucléophile de cet
intermédiaire 29a, par les intermédiaires PEG di-tosylés 29i et 30i, a ensuite permis d’obtenir les
composés 29 et 30, avec des rendements respectivement de 6 et 8%. Des problemes rencontrés
au niveau de la purification expliquent les trés faibles rendements obtenus pour ces deux
composés, en particulier a cause de leur tres faible solubilité. En effet, une premiere
purification, par flash chromatographique, a conduit a la perte de la quasi-totalité du produit.
Sur les 30 mg restants de produit impur, une chromatographie sur couche épaisse (CCE) a été
réalisée, et nous a permis d’obtenir respectivement 17 et 21 mg des composés 29 et 30. La
faible solubilité de ces composés pourra devenir un frein au développement de ces composés
de type dimérique.
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Figure 77 : Synthése des composés 29 et 30

Les intermédiaires 29i et 30i ont été synthétisés, a partir d’octaéthylene glycol (n = 8) et
de dodécaéthyléne glycol (n = 12) substitués par le chlorure de tosyle dans le dichlorométhane,
en présence de diméthylaminopyridine (DMAP) et de triéthylamine (Figure 78).
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Figure 78 : Synthese des intermédiaires 29i et 30i nécessaires a la synthése des diméres 29 et 30

ii. Dimére présentant un lien protonable a pH physiologique

Un troisieme dimeéere a été synthétisé et présente une fonction ionisable a pH
physiologique, pour combiner une structure dimérique avec un kinétophore cationique (Figure
79). La difficulté, dans la synthése de ce dimére, est encore une fois I'étape de purification du
dimere. En effet, un temps de réaction trés long (12 jours) a été nécessaire pour ce composé, et
les étapes de purifications ont conduit a de trés faibles rendements#’,
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Figure 79 : Synthése du composé 31

Ces composés dimériques, bien que difficilement isolés, nous donneront de nouvelles
informations, quant a l'effet de ’'encombrement de ce type de molécules, sur I'affinité pour le
récepteur TGR5 et sur les propriétés pharmacocinétiques. Le composé 31 pourra également
étre comparé avec les composés fonctionnalisés par des kinétophores cationiques a pH
physiologique.

Ainsi 3 composés dimériques ont été synthétisés. Plusieurs points faibles sont a noter
pour ces composés : une faible solubilité et des difficultés de synthése, qui seront a optimiser, si
ces composés sont retenus pour des études chez I'animal.

6. Conception et synthése de composés fonctionnalisés par des polyols

a. Etat de I'art

Dans le brevet de la société Ardelyx'#4, présenté précédemment pour les composés
dimériques, sont également décrits de nombreux dérivés a base de polyols, tels que la
glucamine. De ce brevet ressortent deux composés, fonctionnalisés par un polyol, actifs sur
TGR5 avec des activités inférieures au micromolaire (Figure 80)*** et GLP-1 sécrétagogue in vivo.
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Figure 80 : Structure des composés S-1 et S-2144

De la méme fagon que pour les dimeres, la synthese de composés fonctionnalisés par un
polyol a été réalisée dans notre série, afin de voir si ce kinétophore était toléré par le récepteur
TGR5, et étudier les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques de ce type de
composés.

b. Synthése de composés fonctionnalisés par des groupements polyols

i Composés couplés a la glucamine/N-méthylglucamine

Un couplage de la glucamine ou la N-méthylglucamine, avec le précurseur biphényle
acide carboxylique 13a, a conduit a la synthése des composés 32 et 33, avec des rendements
moyens (Figure 81). Les conditions réactionnelles utilisées pour ces deux réactions different par
I'agent de couplage. En effet, lors de la synthése du composé 32, la séparation entre le produit
final et la dicyclohexylurée (DCU) étant problématique, nous avons donc remplacé la
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) par la 1-éthyl-3-[3-(diméthylamino) propyl]carbodiimide (EDCI),
permettant une meilleure séparation de |'urée formée avec le composé désiré, lors de la
purification par HPLC préparative.
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Figure 81 : Synthése des composés 32 et 33
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ii. Composés couplés a la N-méthylglucamine via un lien alkyle ou PEG

L'introduction d’un espaceur alkyle ou PEG a été ensuite envisagée pour faire varier la
nature du bras espaceur. Ainsi, deux autres composés ont été synthétisés. Le composé 34 est
obtenu par substitution nucléophile entre le dérivé chloré 17b, précédemment synthétisé, et la
N-méthylglucamine (Figure 82).
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/
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i N

Cs,CO,, Nal w
Cl e N OH
\\Qo/\/\ DMF, 80°C, 16h \\Qo/\ﬁ \ OH
F F
F F

17b

34  20%
Figure 82 : Synthese du composé 34

Le composé 35 est, quant a lui, obtenu en 3 étapes a partir de I'intermédiaire bromé
10b. L’étape de couplage pallado-catalysé a été optimisée lors de la synthése de ce composé. En
effet, en présence de Pd(PhsP)s, les purifications par flash chromatographique ne permettaient
pas d’éliminer efficacement les traces d’oxyde de triphénylphosphine présentes dans le milieu.
Le remplacement du palladium tetrakis, par le palladium [1,1’-
Bis(diphénylphosphino)ferrocene]dichloropalladium (II) (PdCl.dppf), a permis d’augmenter les
rendements de synthése et la pureté des intermédiaires synthétiques. La substitution du phénol
par le 1-(2-chloroéthoxy)-2-[2-(2-chloroéthoxy)éthoxyléthane en exceés a permis I'obtention de
I'intermédiaire 35a, puis la substitution nucléophile du chlore par la N-méthylglucamine conduit
au composé 35, avec un rendement de 27% apreés purification par HPLC préparative (Figure 83).

-107 -



@Ixs
@ i@x&

Un dernier composé, combinant un polyol et une fonction acide carboxylique terminale,

10b

fii.

Optimisation du kinétophore

OH
HO’l‘3
\©\OH /QI)\S F

Cs,CO, aq., PdCLdppf

DMF, pw, 100°C, 10 min O O
OH

29a 63%

O Ong ‘ K,CO,, Nal,

MeCN, reflux, 24h
/Q /()\S F

35a 40%
H QHon Cs,CO,, Nal
N - - S, o
- - H
ST O veen, 80°C, 16h

/Q I)\S F
O O o/\/o\/\o/\,o\/\N/\‘/ﬂ—l/o\/H

' OHOH

35 27%
Figure 83 : Synthése du composé 35

Composé couplé a un polyol acide

a été synthétisé. La synthése du composé 36 a été réalisée comme suit :

1)

couplage de Suzuki entre l'intermédiaire bromé 10b et ['acide [4-[(tert-

butoxycarbonylamino)méthyllphényl] boronique, conduisant au composé intermédiaire 36a,

2) déprotection de la fonction amine
trifluoroacétique dans le dichlorométhane,

terminale,

en

présence

d’acide

3) ouverture d’un précurseur lactone par I’'amine, pour obtenir le composé 36, avec

un rendement de 11% aprés purification par HPLC préparative (Figure 84)4,
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Figure 84 : Synthese du composé 36

Cing composés de type polyols ont ainsi été synthétisés. La variation de |'espaceur nous
permettra d’étudier les relations structure-activité et structures-propriétés, pour cette nouvelle
série de composés a visée topique intestinale.

7. Conclusion sur la synthése des composés

Afin d’étudier l'influence de la nature du kinétophore sur les activités vis-a-vis de TGR5
mais également sur les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques, six kinétophores
ont ainsi été envisagés et couplés a notre pharmacophore.

Nous allons également pouvoir comparer certains composés, qui possedent deux types
de kinétophores, et déterminer I'influence de chaque kinétophore sur les activités, ou sur les
propriétés physicochimiques. Ainsi, les composés disulfonate et diacide carboxylique,
présentant une fonction zwittérionique, pourront étre comparés au composé zwittérionique 28.
Le composé polyol acide carboxylique 36 pourra, quant a lui, étre comparé aux composés
acides. Enfin, les composés PEGylées fonctionnalisés avec une amine protonable a pH
physiologique, ainsi que le dimére présentant un espaceur pipérazine, pourront entrer dans
I’étude des relations structure-activité de composés chargés positivement a pH physiologique.

Afin d’effectuer cette étude de relations structure-activité, les composés ont été testés
dans un test in vitro de transactivation pour évaluer leur puissance et leur efficacité sur les
récepteurs TGR5 humain et murin.
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B. Evaluation in vitro des composés synthétisés

Dans cette seconde partie, je vais m’intéresser a I'activité des composés synthétisés sur
les récepteurs TGR5 humain et murin. Tous les composés ont été évalués dans le test in vitro de
transactivation, par nos collaborateurs biologistes (U1011), pour déterminer leur puissance et
leur efficacité (Figure 29). Les efficacités étant supérieures a 80% pour tous les composés, seules
les puissances de chaque type de composés chimériques seront présentées pour étudier
I'influence des modifications chimiques effectuées.

1. Evaluation biologigue in vitro des composés présentant un kinétophore de
type polyéthyléne glycol (PEG)

Les composés 11 et 14 ont été synthétisés a partir du méme PEG commercial. Je ne
parlerai, dans la suite de cette étude, que du composé 14, qui est une resynthese, ayant servi a
toutes les expériences qui vont étre détaillées par la suite. Il en est de méme pour les composés
12 et 15, je ne m’intéresserai qu’au second, pour la suite des études.

a. Influence du bras espaceur

/

o)

\0/@ [,\\l
¥

bolere

F
. hTGR5 mTGR5
Composé X R n ECso ("M) | ECso (nM)
1 -H -H - 35 0,8
2 -OCH; -H - 20 0,8
8 -H TSoOk, 36-59 1750 90
10 ocHs | L o O | 32-56 697 28
H
15 -OCHs Ni~oF, | 31-57 520 25

(0]

Tableau 6 : Influence du bras espaceur des composés PEGylés
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L’encombrement stérique du motif polyéthylene glycol peut potentiellement perturber
les interactions entre le pharmacophore et le récepteur, en se «repliant» sur le
pharmacophore (Tableau 6).

L'introduction du bras espaceur phényle, dans la position « silencieuse », conduit au
composé 10 plus actif que le composé 8, pour lequel le groupement PEG est directement
branché sur le pharmacophore, et ce d’un facteur 2,5 (1750 nM vs 697 nM) et 3,2 (90 nM vs 28
nM) sur les récepteurs humain et murin respectivement. L'introduction de cet espaceur rigide
phényle, qui permet d’éloigner le polyéthyléne glycol du pharmacophore, a donc un effet positif
sur I'activité.

A longueur de chaine égale (composés 10 et 15), les liens amide ou éther conduisent a
des puissances similaires sur les récepteurs TGR5 humain et murin. Les activités sont diminuées
par rapport au composé nu 2, mais restent satisfaisantes.

b. Influence de la longueur de chaine polyéthyléne glycol (composés 13 a 16)

/

0

\O/@ [’\\l F
s

o

i
Compose ® "M el e ()
2 -H - 516 20 0,8
13 4-13 1086 60 4,6
11 12-24 1417 134 12
14 H 11-25 1462 112 13

O}(NVOH
12 o 33-57 2600 510 23
15 31-57 2597 520 25
16 100-138 | 5856 1100 64

Tableau 7 : Influence de la longueur de chaine PEG sur les activités sur les récepteurs TGR5 humain et murin

Bien que les composés 11 et 14, ainsi que les composés 12 et 15, different légérement
par leur profil de masse, ils conservent des activités identiques sur les deux récepteurs.
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Une corrélation, entre la longueur du polyéthyléne glycol et I'activité sur les deux
récepteurs, est observée (Tableau 7, Figure 85). En effet, 'augmentation de la taille du
polyéthylene glycol conduit a une diminution de I'activité, probablement due a une géne
stérique délétere pour I'interaction du pharmacophore avec le récepteur, malgré la présence du
bras espaceur phényle. Les activités sur les récepteurs sont tout de méme conservées méme
pour le composé fonctionnalisé avec plus de 100 unités éthylene glycol (composé 16).

9,5 1 murin humain

13

14
15

16

5,5

500 1500 2500 3500 4500 5500
M,, (g/mol)

Figure 85 : Activités sur les récepteurs TGR5 humain (bleu) et murin (vert) en fonction de I'augmentation du poids moléculaire
des composés fonctionnalisés par une chaine polyéthyléne glycol

C. Influence du sens de la ligison amide

La synthese du composé 19 a été réalisée pour comparer I'effet de la liaison amide
(composé 16), versus amide inversée (composé 19), sur les activités. L'inversion de la liaison
amide influence peu I'activité sur les récepteurs TGR5 humain et murin (Tableau 8). De plus, les
liaisons anilides étant connues pour étre potentiellement instables en milieux biologiques, nous
n’avons pas privilégié ce type de composé pour la suite de nos études.
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/

O

\OD [N
s

.

F
Composé R hTGR5 mTGR5
P ECso (nM) | ECso (nM)
2 -H - 20 0,8
H

16 N{\ﬁo]/n 100 - 138 1100 64

O

O
19 \QNKO[\/\O]% 99 -133 1390 43

H

Tableau 8 : Influence de la liaison amide versus amide inversés

d. Impact du lien fonctionnalisé avec une amine ou un ammonium

A longueur de chaine PEG équivalente, l'introduction du bras espaceur propylamine
(composé 17 et 18) conduit a une baisse d’activité sur les récepteurs humain (d’un facteur 20)
et murin (d’un facteur 10), par rapport au composé neutre a pH physiologique de méme
longueur de chaine PEG (composé 14) (Tableau 9). Il semblerait donc que I'introduction d’une
charge positive ne soit pas favorable a I'activité de nos composés. Nous pourrons vérifier cette
hypothése avec les composés cationiques a pH physiologique.
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/
O
\O/D [N
N N)\S F

X

Composé X R
1 -H -H
2 -OCHs -H
H
14 -OCH;s NL~of |
(0]

~_ H

7 H O TN,

18

Les activités sont représentées sous forme de pECsp dans la Figure 86A. Globalement, les
composés PEGylés sont moins actifs que les pharmacophores 1 et 2, mais conservent des
activités sub-micromolaires, méme pour les plus longs PEG, validant ainsi la position silencieuse
choisie pour l'introduction de ce type de kinétophore trés volumineux. L'activité des composés,
sur les récepteurs humain et murin, décroit avec I'augmentation du poids moléculaire moyen

~ s
-H ° N~ol,

Tableau 9 : Influence du lien fonctionnalisé avec une amine ou un ammonium

/Q:QR

11-25

13-20

12-23

hTGR5
ECso (nM)

35

20

112

2414

2165

e. Conclusion sur les activités des composés PEGylés

des composés PEGylés (Figure 86B).
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Figure 86 : (A) Graphique des activités des composés PEGylés sur le récepteur murin en fonction des activités sur le récepteur
humain (en pECso) ; (B) Activité des composés sur les deux récepteurs en fonction de la masse moléculaire moyenne en masse
(Mw)

L'étude des parametres physicochimiques et pharmacocinétiques pourra nous
permettre d’établir des relations structure-propriétés fines pour ces composés PEGylés, de
faibles poids moléculaires (Mn < 5 000 g/mol), encore peu décrits dans la littérature.
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2. Evaluation biologigue in vitro des composés présentant un kinétophore

anionique a pH physiologique

Six composés fonctionnalisés par des fonctions acides ont été synthétisés. Les résultats
de leur évaluation, dans le test in vitro de transactivation, sont présentés dans le Tableau 10 ci-
dessous.

/
O
\O/Q [N
N N)\S F

/Q:Q\R

X

hTGR5 mTGRS5

yd X R
Composé ECso (nM) | ECso (nM)
1 -H -H 35 0,8
2 ~OCH; -H 20 08
20 H O s0; o1 L2
21 H /O\/\/SO_3 24 0,4
22 -H O 80 35 4,2
SO3
»3 " - 77 0,3

13a -OCH3 /©)LOH 30 0,6

H
IR o
24 -OCH; vo. J & 29 0,8
g0

Tableau 10 : Activités des composés anioniques a pH physiologique

De ces résultats, une conclusion intéressante peut étre tirée. Les composés,
fonctionnalisés par un acide sulfonique ou un acide carboxylique, conservent des activités sur le
récepteur TGR5 trés similaires aux composés pharmacophores 1 et 2.
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Plus particulierement pour les composés sulfonates (20 a 22 versus 23), il est intéressant
de noter que I'éloignement de la charge est toléré par le récepteur TGR5. L'activité est
cependant légérement abaissée pour les composés 20 et 23 (sur le récepteur humain), 22 (sur le
récepteur murin) par rapport au composé 21.

Enfin pour les composés 13a et 24, fonctionnalisés par des acides carboxyliques, les deux
analogues ont des activités tres similaires au composé pharmacophore 2. L'introduction du lien
phényle et I'éloignement de la charge négative est toléré par le récepteur TGR5, tout comme
pour les composés fonctionnalisés avec un acide sulfonique.

Les activités des composés anioniques a pH physiologique sont représentées dans la
Figure 87 ci-dessous. L'introduction de la fonction sulfonate, avec trois chainons méthylénes,
permet d’avoir un composé plus actif que le pharmacophore 1 (composé 21). Les composés 13a
et 24, présentant des fonctions acides carboxyliques, ont des activités similaires aux composés 1
et 2 sur le récepteur TGR5 murin. Enfin, les trois autres composés, fonctionnalisés par une
fonction acide sulfonique, sont Iégérement moins actifs que les autres, mais conservent quand
méme des activités tres satisfaisantes.

9,5 - 23
21
13a
g - 24
20
88'5 .
9 22
£ Pharmacophores
Q. . .
Anioniques
8 4
7,5 -
7 - T T T T T
7 7,5 8 8,5 9 9,5

p hEC5,

Figure 87 : Activités des composés anioniques a pH physiologique

Tous ces composés, dont la majorité présente des activités sub-nanomolaires sur le
récepteur murin, sont prometteurs. L'étude des paraméetres ADME pourra nous donner les
informations nécessaires pour leur sélection pour de potentielles administrations in vivo.
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3. Evaluation biologigue in vitro des composés présentant un kinétophore
cationique

Les trois nouveaux composés, fonctionnalisés par une amine tertiaire (composé 25) et
par des ammoniums quaternaires (composés 26 et 27), ont été évalués in vitro (Tableau 11).
Dans ce tableau, sont également reportées les activités des composés PEGylés 17 et 18, ainsi
gue les composés synthétisés par le docteur Lasalle. Le composé 23c, utilisé lors de la synthese
du composé disulfonate 23, a également été testé.

/
0

\ N
© \\Q\R
F
F

Composé " hTGR5 mTGR5
P EC5o (nM) EC50 (nM)
1 “H 35 0,8
ML4 = N 71 4
\ 7/
ML6 = N 260 17
23c TTOTTNH, 300 37
25 TTOTTNT 190 17
26 BRI N 240 11
(.
27 0N 240 14
N
~— AN T
ML7 A 238 10
~~_-H
17 o N~oF 2414 120
n
n=13-20
~ "
18 O™™""N~oF 2165 135
n=12-23

Tableau 11 : Activités des composés cationiques a pH physiologique
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Plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces résultats :

- En présence du lien acétylénique, une diminution de I'activité, principalement sur
le récepteur humain, est observée lors du passage de I'amine tertiaire a 'ammonium (ML4
versus ML6). Cet effet n’est pas observé en présence de I'espaceur propyle (25 versus 26).

- La rigidité de I'espaceur a peu d’influence sur I’activité des composés, puisque les
composés ML6 et 26 ont des activités identiques sur les deux récepteurs.

- L'augmentation de I'encombrement de la fonction amine conduit a une légere
augmentation de I'activité sur les deux récepteurs (23c versus 25), et n’a pas d’influence dans le
cas des ammoniums (26, 27, ML7).

- L'introduction d’une chaine PEG sur les composés fonctionnalisés, par une amine
ou un ammonium (23c, 25, 26), conduit a une perte d’activité d’un facteur 10 sur les deux

récepteurs.

De plus, par comparaison avec les résultats présentés précédemment pour les composés
chargés négativement a pH physiologique, la charge positive, en présence d’un bras espaceur de
nature équivalente, est moins bien tolérée qu’une charge négative (Figure 88).

9,5 -

ML4
ML7

o

I_lué ML6 ™ "25 Pharmacophore
7,5 -

a 23c Anioniques

Cationiques

18

5,5 T T T T T T T T

5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5
p hEC,,

Figure 88 : Activités des composés cationiques et anioniques a pH physiologique

Bien que ces composés soient légérement moins actifs que les composés chargés
négativement, leurs propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques seront mesurées afin
de déterminer des relations structure-propriétés pour ce type de composés.
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4, Evaluation biologique in vitro des composés présentant un kinétophore
zwittérionique

Concernant les résultats des activités du composé 28, la comparaison a été faite avec les
composés, anioniques a pH physiologique, 23 et 24, présentés précédemment, qui présentent
également une fonction zwittérionique. Les activités obtenues dans le test primaire in vitro sont
présentées dans le Tableau 12 ci-dessous.

/
0)
\O/@ [N
s Ff
R
X F
F

hTGR5 mTGR5

Composé X R ECso (nM) | ECso(nM)
1 H -H 35 0,8
2 -OCH; -H 20 08

SO3
23 _H 76 OI7
LR
N OH
24 -OCHs3 Hoﬂ 29 0,8
(@]
H
28 -OCH; \QNV\SOH 35 0,9

Tableau 12 : Activités des composés zwittérioniques

Les composés zwittérioniques présentent des activités similaires aux composés « nus » 1
et 2 sur les deux récepteurs. L'introduction de la fonction zwittérionique est donc tolérée par le
récepteur.

Les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in vitro de ces composés,
présentant un kinétophore zwittérionique, ont été mesurées afin d’évaluer leur potentielle
action topique intestinale.
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5. Evaluation biologique in vitro des composés dimeres

Les composés de type dimériques ont été testés in vitro pour évaluer leur capacité a
activer le récepteur TGR5. Les résultats sont présentés dans le Tableau 13 ci-dessous.

o o

T o
P 5\]/4/;»\3 F F 8/4@\'\{ °

1 Bras espaceur | Q// @
~0 F F o~
F F
. hTGR5 mTGR5
Compose Bras espaceur

ECso (nM) | ECso (nM)
2 - 20 0,8

29 \@0«408@ 97 0,5

30 \QOM%Q\ 210 1,7
31 (o A~ 370 15

Tableau 13 : Activités des composés dimériques 29 a 31

Les composés 29 et 30 présentent une activité similaire au composé 2 sur le récepteur
murin. Cependant, une perte plus importante de |'activité est observée sur le récepteur humain,

et en particulier pour le composé 30.

Le composé 31 est quant a lui moins actif sur les deux récepteurs que les composés 29 et
30. Ce résultat est en adéquation avec les résultats présentés précédemment pour les composés
présentant une charge positive a pH physiologique.

Bien que ces composés présentent des activités intéressantes, les problemes de
solubilités, de purification et de rendement rencontrés lors de la synthése risquent d’étre un
frein dans le développement de ces composés dimériques. L'étude in vitro des propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques a néanmoins été réalisée pour ces composés.
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6. Evaluation biologique in vitro des composés présentant un kinétophore polyol

Cing composés polyols ont été obtenus et testés in vitro sur les récepteurs TGR5 humain
et murin (Tableau 14).

/
0
\O/CZ[N
N P~s F

F
hTGR5 mTGR5
P X R
Composé EC50 (nM) = EC50 (nM)
1 H H 35 0,8
2 -OCH; -H 20 0,8
' OH OH
32 -OCH; \/\/\r“OH 20 0,7
OH OH
H OH OH
33 -OCHs “/\/\(“OH 20 1,1
OH OH
OH OH
34 H \\O”\/“w”\KLT/\“OH 370 13
OH OH

OH OH
35 'OCH3 \Q\O/\/O\/\o/\/o\/\N/\‘/H/\/OH 62 1,7
! OHOH

H OHOHO
36 -OCHs \@NMOH 10 0,3
O OHOH

Tableau 14 : Activités des composés polyols 32 a 36

Différentes conclusions peuvent étre tirées de ces résultats.

Les composés 32 et 33 ont des activités similaires au composé pharmacophore 2, ce qui
montre que le kinétophore polyol ne perturbe pas les interactions du pharmacophore avec le
récepteur TGR5.

L'introduction du bras espaceur alkyle et d’une fonction amine tertiaire (composé 34)
conduit a une diminution de I'activité sur les récepteurs TGR5 humain et murin. Tout comme
pour les composés chargés positivement a pH physiologique, les composés 34 et 35, possédant

-122 -



Optimisation du kinétophore

une fonction amine tertiaire, sont globalement moins bien tolérés que les composés neutres ou
chargés négativement.

L'introduction du lien polyéthyléne glycol (composé 35) permet de retrouver des
activités semblables aux composés 32 et 33, malgré la présence de I'amine tertiaire.
L’éloignement plus important de I'amine tertiaire, par rapport au pharmacophore dans ce
composé, semble donc étre plus favorable pour I'activité.

Enfin, le composé 36, possédant un groupement acide carboxylique terminal, est trés
bien toléré par la cible, avec une activité sub-nanomolaire sur le récepteur murin et de 10 nM
sur le récepteur humain. Ce résultat est en adéquation avec les résultats des composés
fonctionnalisés par des acides carboxyliques présentés précédemment. C'est également le seul
composé de cette série polyol qui permet une augmentation de |'activité par rapport aux
pharmacophores 1 et 2.

Les cing composés polyols synthétisés présentent tous des activités intéressantes.
L'étude in vitro de leurs propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques donnera les
informations nécessaires quant a leur potentielle évaluation in vivo.

7. Conclusion sur les activités in vitro des composés sur le récepteur TGR5

Comme nous venons de le voir, tous les composés synthétisés présentent des activités
de I'ordre du nanomolaire a la centaine de nanomolaire sur les récepteurs TGR5 humain et
murin. L'introduction de kinétophores variés, sur la position para du cycle C, n’influencant que
peu l'activité des composés chimériques, nous confirmons bien que cette position est une
position relativement silencieuse vis-a-vis des interactions avec le récepteur (Figure 89).

-0
/ F
g

F

Kinétophore

X=H, -OMe

Figure 89 : Structure des composés agonistes de TGR5 synthétisés

Une remarque générale peut étre faite au vu de ces résultats. Une différence entre les
activités sur le récepteur TGR5 humain et le récepteur TGR5 murin est observée, pour tous les
composés. Cette différence d’un facteur 50 a 100, pour tous les composés de cette série,
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semble étre série-dépendant. En effet, cette différence n’est pas observée dans une autre série
chimique actuellement développée au laboratoire.

Nous observons également que les composés chargés négativement sont globalement
plus actifs sur les récepteurs TGR5 humain et murin, que les composés neutres ou chargés
positivement (Figure 90).

Pharmacophores
PEG
Anioniques
Cationiques
m Zwittérion
Dimeres
Polyols
i e N < ] 11] { 6%

6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

Charge
o
|
|
]

Figure 90 : Charge des composés en fonction des pECso murin

Une trentaine de composés ont donc été synthétisés et testés in vitro sur les récepteurs
TGR5 humain et murin. Des études in vitro et in vivo des propriétés physicochimiques et
pharmacocinétiques ont ensuite été réalisées, afin de définir des relations structure-propriétés,
et choisir les meilleurs composés pour des évaluations pharmacodynamiques chez I’'animal.
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C. Etudes des propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in vitro et in vivo

Les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in vitro sont des parametres
importants, qui nous permettront de juger de la capacité potentielle de nos composés a aller
activer TGR5 du c6té basolatéral des cellules entéroendocrines L intestinales, sans pour autant
exposer la circulation systémique. De plus, ces parametres pourront nous donner des
informations importantes (solubilité, stabilité), pour la conception des protocoles des
expériences dans les modéles animaux.

L'étude de ces propriétés nous permettra ainsi d’établir des relations structures-
propriétés fines, pour chaque kinétophore utilisé.

Les tests de solubilité, log D, stabilité microsomale et les dosages pour les tests de
perméabilité Caco-2 ont été réalisés par I'équipe de la plateforme ADME du laboratoire. Les
expériences Caco-2 ont été réalisées par nos collaborateurs du Laboratoire de la Barriere
Hémato-Encéphalique EA2465 (LBHE) de Lens.

1. Etude de la solubilité et de |a lipophilie (logD)

La solubilité et le logD sont des parameétres qui caractérisent le comportement du
composé dans le milieu biologique. En particulier pour le logD, reflet de la lipophilie d'un
composé, il nous donnera un premier apercu de la capacité de nos composés a traverser les
membranes. En effet, si le logD est élevé, le composé sera donc lipophile, et pourra traverser les
membranes cellulaires par diffusion. Si le logD est trés faible, le composé sera trés hydrophile et
aura une diffusion passive faible a travers les membranes.

Le logD est mesuré apres 24h d’agitation du composé a 10 mM dans le diméthylsulfoxide
(DMSOQ), dans un mélange octanol/tampon phosphate salin (PBS) (50/50). Il correspond au
logarithme de la concentration du composé dans une phase organique (I'octanol) mimant la
lipophilie de la membrane plasmique, divisée par la concentration de ce méme composé dans
un milieu aqueux tamponné PBS (ici a pH 7,4) mimant les compartiments aqueux de |'organisme
selon I'’équation suivante :

C
LOgD — Log( [ ]octanol )

[C] tampon pH 7,4
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Concernant la solubilité cinétique, elle est mesurée apres 24h d’agitation du composé a
10 mM dans du DMSO dilué dans du PBS a pH 7,4. Le calcul de la solubilité du composé dans le
PBS a pH 7,4 se fait selon la formule suivante :

AUC
Solubilité PBS, ,(uM) = BB X Conax
AUClOO% dissous

ou AUCprss est 'aire sous la courbe du signal de masse du produit dans le PBS pH 7,4 préalablement filtré et AUC100%
dissous €St I’aire sous la courbe du signal de masse du produit totalement dissous (dans notre test, Cmax = 200 uM).

Ainsi, les résultats de solubilité et logD obtenus pour les composés fonctionnalisés par
divers kinétophores sont regroupés dans les différents tableaux présentés ci-dessous. Plusieurs
remarques peuvent étre faites au vu des résultats.

Pour les composés chargés a pH physiologiques, gu’ils soient anioniques ou cationiques,
la solubilité de ces composés est élevée (> 150 uM pour la majorité des composés) (Tableau 15).
L'introduction des kinétophores permet d’augmenter de facon considérable la solubilité des
composés par rapport aux pharmacophores 1 et 2. Le logD est, quant a lui, compris entre 0 et 3,
valeurs acceptables pour I'obtention de composés suffisamment perméables, pour aller activer
TGR5 du c6té basolatéral des cellules L intestinales. L'introduction des kinétophores permet de
diminuer la lipophilie par rapport aux composés pharmacophores 1 et 2.
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/
@]
\O/Q [N
N N)\S F

/Q:QR

X
Composé X R Solubilité (uM) LogD
1 H H 6,3 3,5
2 ~OCHs H 8,8 4,0
(6]
13a -OCHs /@/%H 43,2 2,3
- (0] SO-
21 H PR > 200 0,78
O
N OH
24 -OCH3 Hoﬂ 163 0,09
(e}

25 H O 173 2,7
26 “H TS0 > 200 1,5
¢,

27 H ~~0~"N'_ > 200 2,0

)
N |
18 -H O™™"N > 245 -0,5
ot n=12-23

Tableau 15 : Solubilité et logD des composés agonistes de TGR5 chargés

Le composé zwittérionique 28 posséde une faible solubilité de 7,1 uM, tout
comme le composé polyol 32 (9,5 uM) avec un logD compris entre 1,5 et 2. La faible solubilité
de ces composés pourra étre un frein pour leur formulation pour de potentielles expériences in
vivo. Les autres composés polyols (34 - 36), qui possedent également une fonction ionisable a
pH physiologique, sont tres solubles et ont un logD moyen (Tableau 16).

Les composés dimériques sont tres peu solubles et trés lipophiles, malgré la présence de
polyéthylene glycol ou d’amines tertiaires protonables. lls seront probablement difficiles a
formuler pour des administrations in vivo (Tableau 16).
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oL
o wl/; Vg F
o
X F
F
Composé X R Solubilité (uM) LogD
1 -H -H 6,3 3,5
2 -OCHs -H 8,8 4
H
28 -OCH3s ‘T:lvaﬂgOH 7,1 1,9

29 -OCHs \@oMOSQ <1 >4

Pharmacophore

30 -OCH; \©%0M01@ <1 >3,7

Pharmacophore

31 -OCH3 ‘@ MN @\ 1,3 2,3

| OH OH

32 -OCH3 WOH 9,5 2,4

OH OH
OH OH

34 -H \O/\/\I\HWOH 188 1,4
OH OH

OH OH
OH OH

H OHOHO
36 -OCHs \@NMOH 65 0,6

O OHOH

Tableau 16 : Solubilité et logD des composés agonistes de TGR5 zwittérionique, dimériques et polyols

Concernant les composés PEGylés, les résultats montrent que les propriétés
physicochimiques sont dépendantes de la longueur de la chaine PEG (Tableau 17). La solubilité
augmente tres fortement avec l'introduction de seulement quelques unités PEG. En effet, pour
le composé 13 (n = 4 — 13), présentant un PEG de faible poids moléculaire (500 g/mol), une
augmentation importante de la solubilité d’'un facteur de 17 est observée, malgré une
diminution assez faible du logD par rapport au composé 2. Cette augmentation de la solubilité
peut étre attribuée au grand nombre de liaisons hydrogéne possibles entre la chaine PEG et les
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molécules d’eau. En effet, une unité PEG peut effectuer des liaisons hydrogénes avec 2 ou 3
molécules d’eau'®. L’hydrophilie croit également avec la longueur de chaine, également en lien
avec l'augmentation du nombre d’unités éthylene glycol (et donc d’accepteurs de liaisons
hydrogene) (Tableau 17).

/

0]

\o@ ['\\l
NS
KQR

~0 F

F

Composé R n Solubilité (uM) ' LogD
2 -H - 8,8 4,0
13 4-13 151 3,4
14 \©\(H[\n b 11-25 > 200 1,6
15 o O 13157 > 200 -1,5
16 100- 138 > 200 -1,6

Tableau 17 : Solubilité et logD des composés agonistes de TGR5 présentant un kinétophore PEG

Dans la Figure 91 ci-dessous, la lipophilie des différents composés (classés par
kinétophores) en fonction de leurs activités sur le récepteur TGR5 murin (p mECsp) est
représentée. Les résultats sont similaires sur le récepteur humain. Nous avons ainsi pu générer
des composés tres puissants, présentant une gamme étendue de lipophilie (logD de 0 a 4).

4 - = Pharmacophore (, BN
PEG | :
Anioniques i i

3 - = Cationiques | E

m Zwittérion : :
= Dimeres - . - |

2 - = Polyols = | . E

m " i |

g1 i i

i = '

0 x ‘ T N

6/5 7 7,5 8 8,5 9 9,5
1
-2 -
p mEC;,

Figure 91 : Lipophilie (logD) des différents composés chimériques en fonction de la pECso (MTGR5)
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Grace a I'étude de la solubilité et de la lipophilie, nous avons pu observer I'influence des
divers kinétophores utilisés sur ces deux parametres physicochimiques. Comme attendu,
I'introduction de charges ou de groupements hydrophiles (PEG) permet d’augmenter la
solubilité, et de diminuer la lipophilie.

2. Etude de la perméabilité

La biodisponibilité orale est limitée par de nombreux facteurs, comme le transport des
composés ou encore par le métabolisme hépatique. La perméabilité membranaire a été
reconnue comme étant un paramétre prédictif de la biodisponibilité orale”®.

Le test de perméabilité, dans lequel nos composés ont été évalués, utilise comme
modele cellulaire de la barriéere intestinale, une lignée de cellules de cancer colorectal, les
cellules Caco-2. Cultivées dans les conditions adéquates, elles se développent en formant une
monocouche de cellules (Figure 92). Ces cellules polarisées présentent de nombreuses
caractéristiques associées a la barriére physique et métabolique de I'épithélium intestinal®°.
Etant donné que la perméabilité a travers une monocouche de cellules Caco-2 est bien corrélée
avec l'absorption chez I|'étre humain, le modeéle est utilisé comme outil prédictif pour
I'absorption des composés dans la phase de découverte de médicaments>1152,
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I~ Membrane poreuse

Figure 92 : Schéma du test de perméabilité sur cellules Caco-2

Lors de ce test, réalisé par nos collaborateurs du Laboratoire de la Barriere
HématoEncéphalique de Lens (LBHE), le composé en solution est incubé, soit du c6té apical (A),
soit du c6té basolatéral (B) de la monocouche de cellules, pendant 60 minutes. Le composé est
ensuite dosé dans les deux compartiments, et trois paramétres sont déterminés'™ : la
perméabilité apparente (Papp €n cm/s) de A vers B, de B vers A, et I'efflux actif (efflux ratio)
correspondant au rapport de la perméabilité apparente de B vers A sur celle de A vers B. La
mesure de ces 3 parametres sera donc importante pour déterminer la capacité de nos
composés a activer TGR5 du c6té basolatéral des cellules entéroendocrines L. Plus la

perméabilité de A vers B, qui correspond au passage transépithélial sera faible, moins les
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composés seront biodisponibles. La perméabilité de B vers A, qui renseigne sur le passage
membranaire des composés, devra étre non négligeable pour permettre aux composés d’aller
atteindre la face basolatérale des cellules L. Enfin, un ratio Papp 8>a/ Papp ase (efflux ratio)
supérieur a 2 ou inférieur a 0,5 indique la contribution d’un processus de transport actif. Les
composés devront idéalement posséder un fort efflux actif leur permettant d’atteindre la partie
distale de lintestin et limitant leur absorption intestinale et donc limiter I'exposition
systémique. Nous recherchons ainsi des composés avec un fort efflux actif, avec une
perméabilité de A vers B faible, mais une perméabilité de B vers A non négligeable.

De plus, I'augmentation de la surface polaire (PSA), associée a une augmentation du
poids moléculaire, est décrite pour avoir un effet négatif sur 'absorption intestinale’® >4, Veber
et al. ont montré qu’une PSA supérieure a 140 A2 permettrait d’avoir une biodisponibilité orale
inférieure a 20%’°. Il sera donc intéressant d’étudier I'influence de la PSA sur la perméabilité de
Nos composés.

La perméabilité apparente sur cellules Caco-2 a été testée pour une sélection de
composés, présentant les différents kinétophores explorés. Les surfaces polaires ont été
calculées en utilisant le logiciel Pipeline Pilot. Les résultats sont présentés dans le Tableau 18.
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O@IAS F
Qﬁ@x

PSA Papp A->B Papp B>A Efﬂux

N° X R 2 )
(A%2) | (10%cm/s) @ (10°cm/s) ratio
1 -H -H 65 5,3 5,5 1,0
2 | -OCHs -H 100 9,3 8,5 0,9
TS
13  -OCH3 N~of, 177 4,9 19,5 4,0
0 n=4-13
CLA
14  -OCHs NL~of, 269 <0,02 9,1 > 455
o n=11-25
O
15  -OCHs Ni~ol, 500 <0,12 < 0,03 nd
o n=31-57
LK
16 -OCHs Ni~of, 1155 nd nd nd
o n=100- 138
21| -H P 140 0,03 19 613
H
28 | -OCHs \©VNV\60H 123 0,52 12 23
\@H OH
24 | -OCHs o ﬂ 161 0,29 0,35 1,2
(6]
26 -H SO 74 0,18 0,24 1,4
29  -OCH; \©\{O’\/]os©\ 231 <1,14 0,3 nd
! OH OH
32 | -OCHs WOH 196 <0,17 12,4 >73
OH OH

Tableau 18 : Résultats des tests de perméabilité des composés et surface polaire (PSA) calculée avec le logiciel Pipeline Pilot
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De nouveau, plusieurs conclusions peuvent étre tirées de ces résultats.

Tous les composés sélectionnés dans cette étude sont peu perméables dans le test sur
cellules Caco-2 et donc a priori peu biodisponibles, sauf le composé PEGylé 13 qui a une
perméabilité modérée (5.10°° cm/s).

Au contraire, la perméabilité de B vers A doit étre non négligeable pour avoir un efflux
actif. Les composés 24 et 26 ne semblent pas étre efflués de fagon active des cellules Caco-2
(efflux ratio = 1). L'efflux des composés 15 et 29 n’a pu étre mesuré, puisque les limites de
détections, lors des dosages par LCMS/MS, ont été atteintes.

On peut également souligner un trés fort phénomene d’efflux pour les composés
sulfonate 21, PEGylé 14 et polyol 32. Ces composés présentent donc un profil de transport trés
intéressant pour atteindre notre objectif avec :

- une perméabilité membranaire passive non négligeable (perméabilité de B vers A
importante) permettant un potentiel accés a la face basolatérale des cellules L pour déclencher
la sécrétion de GLP-1,

- un tres fort efflux dans les entérocytes limitant trés fortement I'absorption
intestinale et donc I'exposition systémique, tout en permettant une bonne exposition de la
partie distale de I'intestin.

Nous avons également choisi de représenter les résultats de perméabilité de A vers B en
fonction de la surface polaire (Figure 93). Comme vu précédemment, un composé est peu
absorbé si la surface polaire est supérieure a 140 A2, permettant ainsi d’avoir une faible
biodisponibilité par voie orale. Cette condition semble étre corrélée avec la faible perméabilité
de A vers B des composés 13, 14, 21, 28 et 32. Ces composés sont également tous fortement
efflués.
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Figure 93 : PSA en fonction de la perméabilité de A vers B des composés

Grace a l'élaboration de notre plateforme de kinétophores, nous avons pu obtenir des
composés présentant des profils de transport trés différents qui nous permettront de
comprendre et d’établir les profils les plus adaptés pour notre objectif d’obtention composés
topiques intestinaux.

Pour les composés PEGylés, une étude plus approfondie a été réalisée, dans le but
d’étudier l'influence de la longueur de chaine polyéthyléne glycol sur la perméabilité. Pour les
composés 13 et 14, la perméabilité a été mesurée sur cellules Caco-2 pour chaque longueur de
chaine dans le mélange. Elle décroit de A vers B en fonction de la longueur de chaine pour
devenir tres faible a partir de n = 12 (Figure 94).
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Figure 94 : Influence de la longueur de chaine PEG du composé 13 sur la perméabilité de A vers B

De facon inexpliquée, un effet biphasique (courbe en cloche) de la longueur de chaine
sur la perméabilité de B vers A est observé, signifiant que les courtes longueurs de chaines (n=5
a 7) et les plus grandes longueurs de chaines (n = 12 a 23) sont moyennement perméables
(2.10% cm/s < Papp 8>a < 20.10° cm/s) tandis que les longueurs de chaines comprises entre 8 et
11 sont trés perméables (Papps> A > 20.10°° cm/s) (Figure 95).
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Figure 95 : Influence de la longueur de chaine PEG des composés 13 et 14 sur la perméabilité de B vers A
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L’efflux cellulaire est un mécanisme de transport actif, énergie-dépendant, assuré par
des transporteurs ou pompes d'efflux tels que la Glycoprotéine-P (P-gp ou MDR1 — Multi-Drug
Resistance protein 1), ou MRP2 (Multidrug Resistance-associated Protein 2)>°. Une expérience
sur cellules Caco-2 ensemencées en fonds de puits, réalisée par nos collaborateurs du LBHE
(EA2465), en présence ou non d’inhibiteurs de ces pompes d’efflux, nous a permis d’étudier la
capacité d’une sélection de composés a étre pris en charge par ces transporteurs. Nous avons
choisi quatre composés pour cette étude : le composé PEGylé 13, le composé sulfonate 21, le
composé amine tertiaire 25 et le composé ammonium quaternaire 26.

Le transporteur P-gp est significativement impliqué dans I'efflux actif des composés 13 et
25, puisque lincubation des cellules Caco-2 avec ces composés entraine une diminution
significative de la vitesse d’efflux du substrat P-gp, la Rhodamine 123 (Rho123) (Figure 96). Le
Vérapamil, un inhibiteur de P-gp a été utilisé comme contréle positif.

La P-gp est connue pour prendre en charge les cations organiques entre autres'>. Les
résultats de la prise en charge du composé 25 amine tertiaire par la P-gp sont donc en accord
avec le pharmacophore des substrats de cette pompe. Il semblerait cependant que
I’encombrement de I'azote ne permette pas au composé ammonium 26 d’étre substrat de cette
pompe d’efflux. Le composé sulfonate 21 n’est pas un substrat et/ou un inhibiteur de P-gp au vu
des résultats (Figure 96).

120 -

100 -

kkk

; -

Rho123 Verapam|l 13
(50uM) (75 uMm) (75 uM) (50 ul\/l) (50 ul\/l)

Koot (RFU/min)
D
o

Figure 96 : Vitesse d’efflux cellulaire de la Rhodamine 123 (K,.:), suivie par mesure de fluorescence, en présence ou non des
composés (non toxiques sur cellules Caco-2 aux concentrations testées). RFU : Relative Fluorescence Unit. Moyennes +/-
écart-type. *** p < 0,001 (Test de Mann-Whitney)
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Le transporteur MRP2 est, quant a lui, uniquement impliqué dans I'efflux actif du
composé basique (amine tertiaire) 25 (Figure 97). On observe une diminution de la vitesse
d’efflux du substrat chlorométhylfluorecein-diacetate (CMFDA) en présence de composé.
L'inhibiteur sélectif de MRP2 (MK571) a été utilisé comme contréle positif.
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Figure 97 : Vitesse d’efflux cellulaire du CMFDA (Kout), suivie par mesure de fluorescence, en présence ou non des composés
(non toxiques sur cellules Caco-2 aux concentrations testées). RFU : Relative Fluorescence Unit. Moyennes +/- écart-type. ***
p < 0,001 (Test de Mann-Whitney)

Le composé PEGylé 13 semble donc étre un substrat et/ou un inhibiteur de la pompe
d’efflux P-gp, tandis que le composé basique 25 semble étre un substrat et/ou inhibiteur des
deux pompes d’efflux P-gp et MRP2 étudiées. Enfin, les composés sulfonate 21 et ammonium 26
ne semblent pas étre pris en charge par ces pompes d’efflux.

L'étude de la perméabilité membranaire a permis de montrer que l'introduction de
groupements kinétophores, de quelque nature qu’il soit, permettait d’obtenir des composés
peu perméables laissant espérer une bonne exposition de la partie distale de I'intestin. L’ efflux
actif, observé pour certains de ces composés, va permettre de diminuer encore I'absorption
intestinale. L'étude du transport de nos composés pourra étre poursuivie, pour permettre de
comprendre les résultats de perméabilité obtenus, et tenter de déterminer les transporteurs
impliqués dans I'efflux des composés.
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3. Stabilité microsomale

Le foie représentant |'organe principal du métabolisme des xénobiotiques, les
microsomes de ce dernier représentent le modele in vitro le plus commun, pour évaluer la
clairance hépatique. Des tests de stabilité microsomale ont été réalisés sur une sélection de
composés. Deux parametres ont été étudiés : la clairance intrinséque in vitro (Clin: exprimée en
uL/min/mg) et la demi-vie (t1/2 exprimé en minutes).

A travers I'étude du métabolisme oxydatif des composés, nous allons étudier I'influence
du kinétophore sur la stabilité des composés dans le foie. Les composés sont incubés sur
microsomes de foie de souris males, a 37°C pendant 5 a 40 minutes, a une concentration de 1
UM. Les échantillons sont ensuite analysés par LCMS/MS. Les résultats des composés
sélectionnés sont présentés ci-apres (Tableau 19).
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/
o)

\OD [N
Y
e
X F
F

X R Clint t1/2
(uL/min/mg) = (min)
-H -H 1254 1,1
-OCH3 -H 1287 0,7
O
-OCHjs Ni~of, 524 8
o n=4-13
LA
-OCHjs NL~ol,, 17 145
0o n=11-25
LA
-OCHj3 NL~ot, 8 310
0 n=31-57
LK
-OCHj3 Ni~of, 11 231
o n=100- 138
-H /0\/»305 1211 1,2
H 0~ 241 8
OR
-OCH3 NV\SOH 691 4
| OHOH
-OCHs NA A ~oH 594 4
(@] OH OH

Tableau 19 : Résultats des tests de stabilité microsomale des composés
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Une premiére remarque peut étre faite au vu de ces résultats. Globalement, la stabilité
microsomale des composés croit avec I'augmentation de I’hydrophilie. Le composé sulfonate 21
présente une clairance microsomale équivalente aux analogues sans kinétophore. La fonction
sulfonate ne semble donc pas protéger du métabolisme, alors que la fonction ammonium
guaternaire (26) permet une augmentation de la stabilité. Les composés neutres (zwittérion 28
et polyol 32) sont, quant a eux, plus stables, avec une clairance microsomale diminuée de moitié
par rapport aux composés « nus » 1 et 2.

La stabilité microsomale a été évaluée de fagon plus approfondie pour les composés
PEGylés 13 a 16, afin d’étudier l'influence de chaque longueur de chaine sur la stabilité
microsomale de ce type de composés, fonctionnalisés avec des kinétophores encombrants et
tres hydrophiles (Figure 98).

1000
=5
E 800 -
SN
3
£
2 600 -
S 13 (n = 4-13)
e
£ 400 - 14 (n = 11-25)
£ 15 (n = 31-57)
(8]
£ 16 (n = 100-138)
S 200 -
0 T T T 1
0 10 20 30 40

Temps (min)

Figure 98 : Stabilité microsomale : Concentration des composés 13 a 16 en fonction du temps

L'ajout d’une chaine PEG protége le pharmacophore du métabolisme, puisque
I'introduction de seulement quelques unités éthylene glycol conduit a une augmentation de la
stabilité sur microsomes (clairance microsomale du composé 2 versus composés 13 et 14)
(Figure 99). La clairance microsomale décroit lorsque la longueur de la chaine PEG augmente.
Pour des longueurs de chaine supérieures a 13 unités polyéthyléne glycol (composés 14 a 16),
les composés ont une clairance microsomale tres faible (Figure 99, Tableau 19).
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Figure 99 : Clairance microsomale (Cli,:) des composés 2, 13 et 14 en fonction de la longueur de chaine PEG

Une expérience in vitro sur microsomes, en présence ou non d’un inhibiteur de
cytochrome 3A4, a été réalisée pour le composé 13, et a permis de montrer que ces
cytochromes sont impliqués dans la métabolisation du composé 13. En effet, une tres forte
diminution de la clairance microsomale est observée en présence d’un inhibiteur de ces
cytochromes (Kétoconazole) (Figure 100).
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Figure 100 : Clairance microsomale (Cl;,t) du composé 13 en présence ou non d’inhibiteur de CYP3A4 (Kétoconazole)
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L'étude de la stabilité sur microsomes des composés a permis de montrer que
I'introduction de groupements kinétophores conduisait a des profils de stabilité microsomale
variés. En effet, alors que le composé sulfonate 21 est fortement métabolisé sur microsomes
murins, les autres composés se sont révélés plus stables. L'étude de la stabilité des composés
PEGylés nous a également permis de montrer que I'augmentation de la longueur de chaine PEG
conduit a une diminution de la clairance, et qu’'une modulation de la taille du polymere permet
donc de contréler le métabolisme oxydatif.

Conclusion sur les études ADME in vitro :

L'aménagement moléculaire de nos pharmacophores par l'utilisation d’une plateforme
de kinétophores nous a permis d’obtenir des composés avec des profils physicochimiques et
pharmacocinétiques trés variés :

- Un LogD compris entre 0 et 4,
- Une solubilité de 1 uM a 10 mM,
- Une perméabilité de A vers B de 0,03.10° cm/s a 5.10° cm/s,

Un efflux ratio compris entre 1 et 600.

La diversité de profils ADME de ces composés pourra nous permettre de choisir les
composés qui possedent les propriétés les plus adaptées pour notre objectif d’obtention de
composés topiques intestinaux.
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4, Etude des propriétés pharmacocinétiques in vivo

Une sélection de composés a ensuite été engagée dans des études de
pharmacocinétique in vivo. L'étude de I'’exposition des différents organes in vivo pour les
composés va pouvoir nous permettre de déterminer le devenir de ceux-ci dans I'organisme.

Pour cela, nous avons porté nos efforts sur deux types de kinétophores : les composés
fonctionnalisés par des polyéthylenes glycols 13 a 16, pour étudier I'influence de la longueur de
la chalne PEG sur les propriétés pharmacocinétiques in vivo, et le composé sulfonate 21, qui
présente de trés bonnes activités et le profil pharmacocinétique recherché pour un potentiel
composé topique intestinal.

Toutes ces expériences in vivo ont été réalisées au sein du laboratoire (U1177) par la
plateforme ADME.

a. Composés fonctionnalisés par un groupement PEG

Afin d’évaluer l'influence de la longueur de la chaine PEG sur le temps de transit des
composés PEGylés dans le tube digestif et I'exposition de différents organes, une expérience de
pharmacocinétique a été réalisée chez la souris (souche C57BI6, males, 8-10 semaines). Au
cours de cette expérience, réalisée sur une durée de 10h, du sang et différents organes ont été
prélevés, a différents temps, afin de définir la distribution du composé dans I’'animal, aprés une
administration par voie orale a une concentration de 32 umol/kg.

Dans un premier temps, le dosage des composés dans le plasma et le foie, aux différents
temps, a été réalisé. L'exposition plasmatique et hépatique est supérieure pour le PEG
intermédiaire 14 par rapport aux autres composés PEGylés (Figure 101). Malgré une
perméabilité trés faible sur cellules Caco-2 (Papp << 2.10°® cm/s) du composé 14, inférieure a
celle du composé 13 (Papp > 2.10° cm/s), il présente une exposition systémique supérieure a
celle du composé 13, a priori plus absorbé au vu de sa perméabilité. Ce résultat pourrait
s’expliquer par la meilleure stabilité métabolique du composé 14, qui compenserait sa plus
faible absorption intestinale.
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Figure 101 : Exposition plasmatique (A) et hépatique (B) des composés PEGylés 13 a 16

Etant donné les effets secondaires non souhaités reportés pour des agonistes
systémiques de TGR5 sur la vésicule biliaire, nous nous sommes également intéressés a
I'exposition de cet organe par nos composés. Ainsi, pour les composés PEGylés, seuls les
composés présentant les PEGs de plus haut poids moléculaires 15 et 16 n’exposent pas ou peu
la vésicule biliaire, résultats corrélés avec la tres faible perméabilité membranaire, et donc la
tres faible absorption intestinale de ces composés (Figure 102A). Plus particulierement pour les
composés de faibles longueurs de chaine PEG 13 et 14, on observe une accumulation des
composés dans la vésicule biliaire (concentration 10 a 50 fois supérieure a la concentration
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plasmatique), reflet d’une excrétion biliaire de ces composés (Figure 102B). Le transporteur
P-gp, également présent dans les hépatocytes, et participant a I'efflux actif du composé 13
mesuré sur cellules intestinales Caco-2, pourrait étre également responsable de I'excrétion
biliaire des composés PEGylés.
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Figure 102 : (A) Exposition de la vésicule biliaire des composés PEGylés 13 a 16. (B) Exposition plasmatique et de la vésicule
biliaire pour les composés 13 et 14. VB : Vésicule Biliaire.

Les vésicules biliaires, prélevées 4h apres administration du composé, ont été mesurées
a I'aide d’un pied a coulisse, et les résultats montrent que le composé PEGylé le plus court (13)
fait augmenter le volume de la vésicule biliaire d’un facteur de 2 par rapport au groupe véhicule.
Les PEG intermédiaires (14, n = 11 — 25 et 15, n = 31 — 57) ont un effet non significatif sur le
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volume de la vésicule (facteur de 1,4), et le PEG le plus long (16, n = 100 — 138) n’a aucun effet
(Figure 103).
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Figure 103 : Effet des composés PEGylés 13 a 16 sur le volume de la vésicule biliaire au temps t+4h. Moyennes +/- écart types.
* p <0.05 (ANOVA - Test de Dunnet)

Les différentes sections de l'intestin ont également été prélevées, pour déterminer le
temps de transit de nos composés, et donc avoir une fenétre de lecture optimisée, permettant
I'observation de la sécrétion de GLP-1 par les cellules L intestinales. Ainsi, les graphiques,
présentés a la page suivante, représentent la concentration de composé retrouvé aux différents
temps dans chaque section de l'intestin : duodénum, jéjunum, iléon et colon (Figure 104). On
observe que le composé 13 est retrouvé en concentrations trés faibles dans l'intestin par
rapport aux autres composés PEGylés, probablement en raison de sa rapide absorption dans la
partie proximale de l'intestin. On retrouve, en revanche, des concentrations trés élevées pour
les composés 14 a 16 dans la partie distale (iléon, colon), montrant que I'objectif d’obtention de
composés, présentant une exposition élevée de l'intestin et une faible exposition plasmatique,
est atteint pour les composés 15 et 16 en particulier.
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Figure 104 : Concentration des composés PEGylés (13 a 16) dans les différentes sections de I'intestin en fonction du temps
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Une autre facon de représenter la quantité de produit retrouvé dans le colon est
présentée en Figure 105. On remarque que pour les composés avec plus de 11 unités
polyéthylenes glycol (composés 14 a 16), une fraction importante de la dose administrée est
retrouvée dans le colon, reflétant encore une fois, une faible absorption intestinale, en accord
avec les résultats de perméabilité Caco-2 in vitro. Ce graphique montre que le composé 13 n’a
guasiment pas atteint le colon, probablement en raison de sa rapide absorption dans la partie
proximale de l'intestin. De plus, pour le composé 14, la quantité maximale dans le colon est
observée aux alentours de 8h aprées administration du composé. Le temps de transit semble
étre plus court pour les composés 15 et 16, puisque le pic de la quantité maximale de composé
dans le colon est observé 6h aprés I'administration des composés.
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Figure 105 : Quantités de composés PEGylés retrouvées dans le colon

L’étude pharmacocinétique in vivo a permis de confirmer les résultats observés in vitro
concernant la faible perméabilité des composés PEGylés, mais également la faible stabilité
métabolique du composé 13. L'étude du temps de transit dans l'intestin va nous permettre de
définir, de fagon plus précise, la fenétre de lecture de I'effet GLP-1 sécrétagogue.
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b. Composé 21 fonctionnalisé par un groupement sulfonate

Une expérience de pharmacocinétique in vivo a été réalisée sur le composé 21, lors de la
thése de Mr Lasalle, afin d’évaluer I'exposition systémique du composé suite a I'administration
d’une dose de 32 umol/kg. Lors de cette expérience, réalisée chez la souris (souche C57BI6,
males, 8-10 semaines) sur une durée de 8h, ont été prélevés, a différents temps, du sang, la
vésicule biliaire, mais aussi les différentes sections de I'intestin, afin de définir la distribution du
composé dans I'animal aprés administration par voie orale.

Le composé 21 présente une exposition plasmatique trés faible en accord avec la totalité
de la dose retrouvée dans les feces apres 24h (Tableau 20).

Composé 21
[Clpiasma max (NM) 102
Tmax plasma (Min) 45
AUC (ng.min/mL) 5774
Cinax foie (NM) 385
Cmax vésicule biliaire (tissu et contenu) (NM) 10980
Quantité excrétée dans les feces (%) 100

Tableau 20 : Paramétres pharmacocinétiques in vivo du composé 21. n = 3 souris/groupe. Féces collectés 24h apres
I’administration du composé.

Une augmentation de la concentration du composé dans la vésicule biliaire est observée
durant les quatre premieres heures aprés I'administration du composé (Figure 106). Malgré des
concentrations faibles au niveau hépatique et plasmatique (Cmax plasma = 102 NM et Crax foie = 385
nM), une concentration élevée, et 100 fois supérieure a la concentration plasmatique, est
retrouvée dans la vésicule biliaire (10 uM). Bien que n’ayant pas identifié de transporteurs
responsables de I'efflux du composé 21, une pompe d’efflux est probablement responsable de
I’excrétion biliaire du composé.
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[Composé 21]Vésicule Biliaire (“M)
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Figure 106 : Concentration en composé 21 en fonction du temps dans la vésicule biliaire lors de I'expérience de
pharmacocinétique

De la méme facon que pour les composés PEGylés, les différentes sections de I'intestin
ont été prélevées, pour déterminer le temps de transit du composé, et donc avoir une fenétre
de lecture optimisée, pour permettre I'observation de la sécrétion de GLP-1 in vivo. Concernant
I’exposition des différentes fractions de I'intestin, on observe qu’au temps t+2h, I'exposition de
I'iléon et du coOlon (parties exprimant le plus TGR5) est faible. A t+4h, le composé est
majoritairement présent dans le jéjunum et liléon. Enfin, a t+8h, le composé est présent
majoritairement dans l'iléon et dans le colon (Figure 107).

1200 1 Loh mah msh
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Figure 107 : Pharmacocinétique du composé 21 dans les différentes sections de I'intestin.
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Le composé 21 présente de trés bonnes activités sur les récepteurs humain et murin, et
des propriétés ADME trés intéressantes. Le composé présente une perméabilité de B vers A
élevée (Papp 8>a = 20.10° cm/s) suggérant une diffusion passive non négligeable du composé a
travers les membranes. Une fraction significative de composé pourrait donc traverser
passivement la cellule entéroendocrine L (a priori dépourvue de mécanisme d’efflux), et activer
TGR5 sur la membrane basolatérale (Figure 108).

Pompe d’efflux

“\‘\l‘l“

o

Cellule L

°¢

Entérocyte

I
I
"
|

‘|

I
I
I
I
I
I
I

A (4 2

1 J L 1 | W
Basolatéral | | | JHTU]TGRS | |
[— = > Diffusion passive é Transport actif ]

Figure 108 : Passage du composé 21 a travers la membrane intestinale

La mesure des concentrations dans les différentes sections de I'intestin, en fonction du
temps, nous laisse penser qu’un effet GLP-1 sécrétagogue, au niveau des cellules L intestinales,
pourrait étre observée dés 4h apres I'administration du composé.

C. Conclusion sur I’étude des propriétés physicochimiques et

pharmacocinétiques in vitro et in vivo

L'obtention d’agonistes de TGR5 ciblant lintestin par utilisation de la stratégie
kinétophore, a permis d’étudier I'influence des différents kinétophores explorés sur les activités
sur le récepteur TGR5, mais également d’étudier les relations structures-propriétés de tels
composés. L'objectif était d’obtenir des composés ayant une biodisponibilité par voie orale
quasi nulle, et présentant les caractéristiques ADME suivantes :

- une stabilité microsomale faible afin de minimiser I'exposition systémique en cas
d’absorption méme faible,

- une perméabilité membranaire faible, mais non nulle avec idéalement un fort
efflux actif pour minimiser I'absorption intestinale.
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Tout d’abord, la solubilité et la lipophilie des composés ont été mesurées. Nous avons pu
remarquer que la solubilité était corrélée avec la diminution de la lipophilie (logD). Les
composés les plus solubles sont les composés chargés a pH physiologique (anioniques et
cationiques), et les composés fonctionnalisés par une chaine polyéthyléne glycol.

La mesure de la perméabilité membranaire sur cellules Caco-2, reflet de la capacité de
nos composés a traverser la barriére intestinale, nous a également donné des informations
intéressantes vis-a-vis de l'influence des divers kinétophores utilisés. Les composés testés sont
globalement peu absorbés, puisqu’ils possédent tous de faibles perméabilités de A vers B. Les
effets des différents kinétophores utilisés different au niveau de la perméabilité de B vers A. En
effet, seuls certains composés présentant des efflux ratio trés élevés semblent pris en charge
par des pompes d’efflux.

L'influence sur la stabilité métabolique in vitro de différents types de kinétophores a
également été évaluée, et a montré que certains kinétophores permettaient d’augmenter la
stabilité microsomale dans notre série chimique. En effet, I'introduction d’ammonium ou de
groupement PEG, conduisant a une diminution importante de la clairance microsomale in vitro,
semble protéger le pharmacophore du métabolisme oxydatif. Au contraire, le groupement
sulfonate n’influence pas la stabilité microsomale par rapport aux composés pharmacophores.

Enfin, deux types de composés chimériques ont été testés in vivo pour étudier
I'influence du kinétophore sur I'exposition de divers organes, et notamment l'intestin, qui est
I'organe ciblé dans ce projet. Les composés sulfonate et certains composés PEGylés, exposant
trés fortement la partie distale de l'intestin aprés une administration par voie orale, tout en
ayant une exposition plasmatique limitée, présentent ainsi le profil de distribution recherché.

Nous allons maintenant nous intéresser a l'effet de certains des composés
fonctionnalisés sur la sécrétion in vivo de GLP-1 et sur I'amélioration de la tolérance au glucose.
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D. Etudes pharmacodynamiques in vivo

Afin d’effectuer la preuve de concept in vivo de l'intérét d’utiliser ce type de composés
pour le traitement du diabete de type 2, nous avons choisi quatre composés fonctionnalisés par
différents kinétophores. La sélection a été faite sur la base de leurs paramétres ADME, puisque
tous les composés synthétisés sont trés puissants sur le récepteur TGRS in vitro.

L'introduction des différents kinétophores a conduit a I'obtention de composés,
présentant des paramétres ADME en accord avec notre cahier des charges. En effet, les
composés sélectionnés fonctionnalisés par des PEG, des fonctions acides ou des polyols
possedent une faible perméabilité membranaire, et une stabilité microsomale faible, leur
conférant un profil de composés topiques intestinaux.

Ainsi, les composés, qui ont été retenus, pour des études pharmacodynamiques in vivo,
sont les suivants :

- le composé polyol 32, qui possede une faible perméabilité membranaire avec un
fort efflux actif et une stabilité microsomale moyenne in vitro,

- les composés PEGylés 14 et 15, puisque les résultats obtenus lors de I'expérience
de pharmacocinétique in vivo nous ont permis de montrer une forte exposition intestinale,
apres administration par voie orale, et de trouver une potentielle fenétre de lecture de I'effet
GLP-1 sécrétagogue, sans pour autant exposer la circulation systémique,

- le composé sulfonate 21 qui présente le meilleur profil ADME parmi tous les
composés testés. En effet, il est tres peu perméable et présente un trés fort efflux actif qui lui
permettrait de pouvoir aller activer TGR5 sur la face basolatérale de la cellule L, sans exposer
d’autres organes via la circulation systémique. Sa faible stabilité microsomale contribuerait
également a sa faible exposition systémique.

Je vais donc, a présent, présenter les expériences in vivo, réalisées par nos
collaborateurs de I’'U1011, ainsi que les résultats obtenus, pour ces différents composés.
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1. Etude pharmacodynamique in vivo du composé polyol 32

Le composé 32, dont la structure est rappelée en Figure 109, posséde de trés bonnes
activités sur les récepteurs TGR5 humain et murin (20 et 0,7 nM respectivement). |l est tres peu
perméable au regard de I'étude de perméabilité Caco-2 et présente un fort efflux actif (efflux
ratio > 73). Un point faible est sa solubilité tres moyenne (9,5 uM).

Figure 109 : Structure du composé polyol 32

Le composé 32 a donc été engagé dans une expérience in vivo, chez des souris C57BI6,
selon le protocole in vivo 1 (Figure 110), dans le but d’étudier, d’'une part, sa capacité a induire
la sécrétion de GLP-1, et d’autre part, son effet sur le volume de la vésicule biliaire. Pour cela, le
composé a été administré aux souris 8 heures avant le préléevement rétro-orbital, pour le
dosage du GLP-1 actif, a une dose de 32 umol/kg. Une heure avant ce prélévement sanguin, de
la sitagliptine (inhibiteur de DPP-IV) a été administrée, a une dose de 25 mg/kg aux animaux,
pour permettre de stabiliser le GLP-1 sécrété durant I'expérience.

La relaxation de la vésicule biliaire, ayant été décrite chez les rongeurs traités avec des
dérivés d’acides biliaires, ou des petites molécules, agonistes de TGR53% 3¢, nous avons effectué
une mesure des vésicules biliaires. Apres le prélevement sanguin, les souris ont ensuite été
renourries ou non pendant 2h, pour évaluer la motilité des vésicules biliaires.

t-1h t0 < — > t+2h
Renutrition ou non -
Gavage Gavage Prélevement Prélevement des
-Véhicule Sitagliptine rétroorbital vésicules biliaires
-Composé (32 pmol/kg) pour dosage - Mesure Let |
GLP-1 actif - Dosage du composé

Figure 110 : Protocole in vivo 1 : Etude de I'effet GLP-1 sécrétagogue et effet sur le volume de la vésicule biliaire du composé
32 a une dose de 32 umol/kg chez des souris C57BI6

Les doses administrées sont exprimées en pmol/kg. Nos produits, fonctionnalisés par
des kinétophores, présentent des masses molaires tres différentes. Il nous a semblé plus juste
de pouvoir comparer les produits a dose équivalente molaire (umol/kg) plutdét que massique
(mg/kg). Le choix de cette dose de 32 umol/kg est issu de la premiere expérience in vivo,
effectuée lors de la thése du Docteur Lasalle, concernant le composé ML6, fonctionnalisé par un
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ammonium quaternaire. La dose de 32 umol/kg correspond a une dose 20 mg/kg pour ce
composé (PM = 627 g/mol). Cette derniére est généralement utilisée dans la littérature pour
I’étude de I'effet GLP-1 sécrétagogue d’agonistes de TGR5%> ©°,

Les résultats de cette expérience montrent que le composé 32 n’a pas induit de
sécrétion de GLP-1, 8h apres son administration. De plus, le composé n’induit pas
d’augmentation du volume de la vésicule biliaire, et la renutrition des souris a montré une
conservation de la motilité de cette derniére (Figure 111).
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Figure 111 : (A) Effet du composé 32 sur la sécrétion de GLP-1 selon le protocole in vivo 1 (décrit Figure 110) a une dose de 32
umol/kg. Moyennes +/- écart-type (n = 8 souris/groupe). ns : non significatif (test Mann-Whitney) ; (B) Effet du composé 32
sur le volume de la vésicule biliaire selon le protocole in vivo 1. Moyennes +/- écart-type (n = 4 souris/groupe).

Comme montré précédemment avec I'étude pharmacocinétique in vivo des composés
PEGylés 13 a 16, et du composé sulfonate 21, le choix de la fenétre de lecture est important
pour observer |'effet GLP-1 sécrétagogue. En I'absence d’information sur I’exposition intestinale
du composé 32 en fonction du temps, une seconde expérience dans laquelle le composé a été
administré 3 fois a t-6h, t-4h, et t-2h avant le prélevement rétro-orbital a été réalisée, selon le
protocole in vivo 2 (Figure 112A). Dans ces conditions, le composé 32 a induit une faible
augmentation, non significative, de la sécrétion de GLP-1 d’un facteur 1,7 (Figure 112B).
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A

t-6h t-4h t-2h
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-Véhicule -Véhicule -Véhicule
-Composé (32 umol/kg) -Composé (32 umol/kg) -Composé (32 umol/kg)
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Figure 112 : (A) Protocole in vivo 2 : Etude de I'effet GLP-1 sécrétagogue du composé 32 avec 3 administrations successives a
t-6h, t-4h et t-2h ; (B) Effet du composé 32 sur la sécrétion de GLP-1 selon le protocole in vivo 2 a une dose de 32 umol/kg.
Moyennes +/- écart-types (n = 8 souris/groupe). (test de Mann-Whitney)

Ces résultats semblent confirmer les résultats publiés concernant I'activation de TGR5 du

cOté basolatéral des cellules entéroendocrines L intestinales, pour provoquer une forte
sécrétion de GLP-1%. Le composé 32, bien que peu absorbé et fortement efflué, n’est peut-étre
pas suffisamment perméable, pour activer TGR5 sur la face basolatérale des cellules

entéroendocrines L intestinales.
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2. Etude pharmacodynamique in vivo des composés PEGylés

Concernant les composés PEGylés, nous nous sommes intéressés aux composés 14 (n =
11 — 25) et 15 (n = 31 — 57) (Figure 113). La trop faible exposition colonique et la faible
exposition plasmatique du composé PEGylé 13 ne semblent pas en faveur d’une activation du
récepteur, dans le colon (soit par voie topique intestinale ou via la circulation systémique). Le
composé 16, a priori moins perméable que les composés 14 et 15, n’a pas non plus été retenu
pour ces études in vivo en raison de sa plus faible activité in vitro.

/
O
\OD [N
N N)\

F
/ S 14 n=11-25
H 4 15 n=31-57
NeRievu vl
F o]

Figure 113 : Structures des composés 14 et 15

a. Composé 15

Au regard de l'expérience de pharmacocinétique, qui nous a permis d’identifier la
fenétre de lecture potentielle pour I'étude de I'effet GLP-1 sécrétagogue, le composé 15 a une
concentration maximale dans le colon a t+6h apres administration, par voie orale, du composé.
Ainsi, le composé 15 a été engagé dans un test de sécrétion de GLP-1, chez des souris C57BI6, a
une dose de 32 umol/kg, avec une administration 6h avant le prélevement sanguin, selon le
protocole in vivo 3 (Figure 114).

t-1h t0
Gavage Gavage Prélevement
-Véhicule Sitagliptine rétroorbital pour
-Composé (32 umol/kg) dosage GLP-1 actif

Figure 114 : Protocole in vivo 3 : Etude de I'effet sécrétagogue GLP-1 du composé 15 a une dose de 32 umol/kg avec un temps
d’exposition de 6h du composé avant la mesure de GLP-1

Malgré des concentrations élevées (=~ 1 mM soit 40 000 fois I'ECs0) de composé dans le
colon a t+6h (mesurées dans I'expérience de pharmacocinétique), le composé n’a pas permis
d’observer un effet GLP-1 sécrétagogue par rapport au groupe véhicule.

-157-



Optimisation du kinétophore

Il a ensuite été testé dans une expérience, selon le protocole in vivo 4, mais avec des
temps d’exposition plus longs (t+8h et t+10h) (Figure 115A). Le composé 15 étant encore
fortement présent dans le colon a ces deux temps (plus de 50% de la dose administrée — Figure
105), il nous a paru intéressant d’étudier I'’effet GLP-1 sécrétagogue aprés un temps d’exposition
plus long. Ainsi, le composé 15 a été testé a ces deux temps. Les résultats sont présentés, dans
la Figure 115B ci-dessous, avec les résultats du temps t+6h. Nous avons observé une
augmentation de la sécrétion de GLP-1 d’un facteur 2,2 au temps t+8h, mais pas de stimulation
significativement différente du groupe contréle au temps t+10h.

A
1 1
t-8h t-1h t0
Gavage
-Véhicule Gavage Gavage Prélévement
-Composé (32 umol/kg) -Véhicule -Sitagliptine rétroorbital pour
-Composé (32 pmol/kg) dosage GLP-1 actif
B 14 - i t+6h ®t+8h @ t+10h
*
12 4
s
- 10 -
[
=]
z
E 8 -
8
l—?-
) 6 -
o
L
< 47
a
|
S 2
0 -

Véhicule Composé 15

Figure 115 : (A) Protocole in vivo 4 : Etude de I'effet sécrétagogue GLP-1 du composé 15 a une dose de 32 umol/kg avec un
temps d’exposition de 8 ou 10h du composé avant la mesure de GLP-1 ; (B) Effet du composé 15 sur la sécrétion de GLP-1 au
cours du protocole in vivo 3 et 4 aux temps t+6h, t+8h, et t+10h a une dose de 32 umol/kg.

Moyennes +/- écart types (n = 6 souris/groupe). * : p < 0.1 (ANOVA - Test de Dunnet)

Ainsi, malgré I'étude de la sécrétion de GLP-1 a différents temps et une exposition
intestinale élevée, nous n’avons pas pu montrer d’effet in vivo GLP-1 sécrétagogue important
pour ce composé. Le composé 14 a donc été envisagé, pour étudier sa capacité a faire sécréter
le GLP-1, au vu de sa perméabilité membranaire légerement plus élevée.
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b. Composé 14

Le composé 14 est moyennement perméable (2.10° cm/s < Papp ase < 20.10% cm/s), et
pourrait aller activer le récepteur TGR5 du coté basolatéral des cellules L. Il a donc été testé,
dans le méme protocole in vivo 4 (Figure 115A) que le composé 15, a t+8h apres administration
du composé, a une dose de 32 umol/kg, chez des souris C57BI6. Ce composé n’a pas induit la
sécrétion de GLP-1 in vivo, au temps ol sa concentration est pourtant maximale dans le colon
(Figure 116).

-
(o))
)

ns

e
o N N
1 1 1

[GLP'1(7'36)]plasmatique (pM)

o N b OO ©®©
1

Véhicule Composé 14

Figure 116 : Effet du composé 14 sur la sécrétion de GLP-1 au cours du protocole in vivo 4 au temps t+8h (décrit Figure 115A) a
une dose de 32 umol/kg. Moyennes +/- écart types (n = 8 souris/groupe). ns : non significatif.

Toutes ces données pourraient confirmer les résultats publiés, concernant I'activation de
TGR5 du c6té basolatéral des cellules entéroendocrines L, pour provoquer la sécrétion de GLP-
18>, Un trop faible passage transépithélial ou une puissance insuffisante des composés PEGylés
14 et 15, semblent étre un frein pour I'obtention de composés fortement GLP-1 sécrétagogues
in vivo. Cependant, I'étude de ces composés nous a permis de générer de nombreuses
informations sur l'influence de l'introduction de chaine PEG de faibles longueurs (M, < 5 000
g/mol) sur les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in vitro et in vivo, et fait
actuellement I'objet de la rédaction d’un article.
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3. Etude pharmacodynamique in vivo du composé sulfonate 21

Le composé 21 est un des composés les plus actifs sur le récepteur TGR5 murin (ECso =
0,4 nM), parmi tous les composés fonctionnalisés par un kinétophore (Figure 117).

o)
\O@ ['?L . NH,+
,\l N ] \
QAT
F o
E

Figure 117 : Structure du composé 21

a. Résultats préliminaires obtenus par le Docteur Lasalle

Au regard de son profil pharmacocinétique in vitro et in vivo, le composé 21 présente les
caractéristiques d’'un composé topique intestinal. Des études in vivo de sécrétion de GLP-1
avaient été réalisées lors de la thése du Docteur Lasalle. Ce composé induit une augmentation
de la sécrétion de GLP-1, de facon temps-dépendante apres une administration par voie orale.
En effet, aprés administration du composé selon le protocole in vivo 5 (Figure 118A), une
augmentation de la sécrétion de GLP-1, d’un facteur 3,6 par rapport au groupe controle, est
observée a t+4h. Une augmentation d’un facteur 10 de la sécrétion de GLP-1, a t+7h, est
mesurée (Figure 118B)1,
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Figure 118 : (A) Protocole in vivo 5 : Etude de I'effet sécrétagogue GLP-1 du composé 21 a une dose de 32 umol/kg avec un
temps d’exposition de 4 et 7h du composé avant la mesure de GLP-1 ; (B) Effet temps dépendant de la sécrétion de GLP-1 du

composé 21 a une dose de 32umol/kg chez des souris C57BI6 selon le protocole in vivo 5.
Moyennes +/- erreur-type (n = 6 souris/groupe). ** : p < 0.01 (Test de Student)

Une étude in vivo de sécrétion de GLP-1 a ensuite été envisagée, pour étudier si le
composé induit une augmentation de la sécrétion de GLP-1, de facon dose dépendante. Pour
cela, le composé a été administré, a différentes doses (1.6, 8, et 32 umol/kg), 8h avant le
prélevement sanguin, selon le protocole in vivo 6 (Figure 119A). On observe une stimulation de
la sécrétion de GLP-1 avec des facteurs de 2, 6 et 10, pour les doses de 1.6, 8 et 32 umol/kg

respectivement (Figure 119B).
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Figure 119 : (A) Protocole in vivo 6 : Etude de I'effet sécrétagogue GLP-1 du composé 21 a une dose de 32 umol/kg avec un
temps d’exposition de 8h du composé avant la mesure de GLP-1 ; (B) Effet du composé 21 sur la sécrétion de GLP-1 chez des
souris C57BI6 a 3 doses (1.6, 8, et 32 umol/kg) selon le protocole in vivo 6. Moyennes +/- écart-type (n = 6 souris/groupe).
ns : non significatif, **** : p < 0.0001 (ANOVA - test de Dunnet)

L'effet sur le volume de la vésicule biliaire a également été évalué au cours de cette
expérience. Aprés une administration par voie orale de doses croissantes du composé 21, il a
été montré que le composé n’avait un effet significatif sur le volume de la vésicule biliaire qu’a
la plus forte dose (facteur 1,6) (Figure 120).
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Figure 120 : Effet du composé 21 sur le volume de la vésicule biliaire chez des souris C57BI6 a 3 doses (1.6, 8, et 32 umol/kg).
Moyennes +/- écart-type (n = 6 souris/groupe). ** : p < 0.01 (ANOVA - test de Dunnet)

A la dose de 8 umol/kg, un effet GLP-1 sécrétagogue est observé, sans effet sur le
volume de la vésicule biliaire. Cela suggere que dans ces conditions I'exposition de la vésicule
biliaire n’est pas suffisante pour déclencher une réponse pharmacologique dans cet organe.
L'effet GLP-1 sécrétagogue peut donc étre dissocié de I'effet sur la vésicule biliaire.

La motilité de la vésicule biliaire a ensuite été étudiée, pour évaluer si le composé ne
perturbe pas la contraction de cette derniére aprés une prise alimentaire. Pour cela, la mesure
des vésicules biliaires a été faite, aprés une administration du composé 21 a la plus forte dose
(32 umol/kg), chez des souris C57BI6 a jeun pendant 6h pour le premier groupe, et a jeun
pendant 4h puis renourries pendant 2h pour le second groupe (protocole in vivo 7 - Figure
121A). Dans cette expérience, le volume de la vésicule biliaire n’est pas augmenté de facon
significative, que ce soit dans le groupe non renourri et renourri (Figure 121B). De plus, le
composé 21 n’impacte pas la vidange de la vésicule biliaire, puisque les fractions d’éjections
sont respectivement de 30 et 25% pour le groupe véhicule versus groupe composé.
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Figure 121 : (A) Protocole in vivo 7 : Etude de I'effet du composé 21 a une dose de 32 umol/kg sur le volume des vésicules

biliaires avec un temps d’exposition de 6h du composé avant le prélevement des vésicules et avec renutrition ou non des

souris pendant 2h. (B) Effet du composé 21 sur le volume de la vésicule biliaire selon le protocole in vivo 7. Moyennes +/-
erreur-type (n = 5 souris/groupe). ns : non significatif (ANOVA — Test de Tukey)

Suite a ces résultats, nous pouvons définir une fenétre thérapeutique de 4, entre la plus
faible dose (8 umol/kg) et la plus forte dose (32 umol/kg), ol le composé a un effet GLP-1
sécrétagogue, sans avoir d’effet significatif sur le volume de la vésicule biliaire.

Afin de poursuivre les études pharmacodynamiques in vivo de ce composé, il m’a fallu
resynthétiser ce composé en plus grande quantité. Je vais donc présenter les optimisations
effectuées, pour cette synthése a plus grande échelle.

-164 -



Optimisation du kinétophore

b. Resynthése a plus grande échelle du composé 21 pour des études chez

I’animal

Dans le but de poursuivre les études pharmacodynamiques in vivo de ce composé, j'ai
réalisé la resynthese du composé 21. Lors du changement d’échelle de synthése (de la centaine
de milligrammes a la dizaine de grammes), la difficulté a résidé dans la derniere étape de
synthése, et dans |'étape de purification du produit final. En effet, les six premiéres étapes de
synthéses se sont trés bien déroulées, avec un rendement global de 38%, avant ajout du
groupement sulfonate (Figure 122).
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Figure 122 : Schéma de synthése a plus grande échelle du composé 21
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Dans le Tableau 21 ci-dessous sont reportées les quantités obtenues dans chaque étape,
ainsi que les rendements associés. Du point de vue du rendement global, la premiere
resynthése a conduit a un rendement global de 15,5%, et la seconde a un rendement global de
36,7%. La différence a résidé dans plusieurs parametres : la seconde fois, la synthese a été
initiée a partir de la N-méthyl-3,4-diméthoxyaniline 1a commerciale, et la thiourée a été
obtenue aprés précipitation dans I'éthanol, par rapport a la premiere fois, ou elle avait été
purifiée, par chromatographie flash, faute d’avoir pu la faire précipiter.

Resynthése 1 Resyntheése 2
Composé ité ité
Quantite Rendement Quantite Rendement
obtenue (g) obtenue (g)
1a 10,8 100% Produit commercial
1b 21,3 100% 19,4 100%
1c 11,8 100% 20,2 100%
1d 6,3 71% 11,0 96%
21i 6,1 82% 8,8 93%
21ii 6,4 98% 9,4 98%
21a 11,3 73% 17,0 98%
21b 8,2 75% 12,4 75%
21 3,6 40% 7,2 52%

Tableau 21 : Quantités utilisées et rendements obtenus pour la resynthése du composé 21

Enfin, la derniere étape de synthese a été optimisée lors de la premiére resynthese, en
ajustant les quantités de réactifs, et en optimisant I'étape de purification (Tableau 22)32. En
effet, une étape de précipitation, dans un mélange dichlorométhane/cyclohexane (essai 3, 4 et
5), a permis d’éliminer une grande partie des sels de la réaction. La purification par HPLC
préparative (pH 3,8 — formiate d’ammonium) a donné de meilleurs résultats que la purification
par chromatographie en phase inverse sur colonne Cis.

Ainsi, la synthése du sulfonate 21 a été réalisée a partir de 8,23 g d’intermédiaire chloré
21b, et a permis d’obtenir 3,55 g du composé désiré, avec un rendement de 40 %, ainsi que 8%
de l'intermédiaire chloré 21b de départ, et lors de la seconde resynthése (essai 5), 52 % du
produit désiré (7,16 g), et 8 % de I'intermédiaire de départ ont été obtenus.
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21b

NazSOs3
Nal
Réaction pW

Purification

Rendement
(21)

1
1,87 mmol
1,1g
5 éq.
1éq.
130°C—-1h

HPLC

Préparative

pH 3,8

20%
(240 mg)

Optimisation du kinétophore

2

5,09 mmol
29¢g
10 éq.
1éq.

130°C-2h

Chromatographie
en phase inverse

et HPLC

Préparative

pH 3,8
9%
(300 mg)

3

0,57 mmol
330 mg
5 éq.
0,2 éq.
140°C—-2h
Filtration
des sels —

HPLC
Préparative

pH 3,8
30%
(100 mg)

4q

14,24 mmol
8,23 g
3 éq.
0,2 éq.
130°C-2h30

Filtration des
sels — HPLC
Préparative

pH 3,8

40%
(3,55g)

5

21,52 mmol
12,44 g
3 éq.
0,2 éq.
130°C-2h30

Filtration des
sels — HPLC
Préparative

pH 3,8

52 %
(7,16 g)

Tableau 22 : Optimisation I'étape d’introduction du groupement sulfonate lors de la synthése du composé 21

Grace a ces quantités obtenues, des expériences in vivo aigués et chroniques dans un

modeéle murin de diabéte de type 2 pourront étre réalisées.
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C. Etudes pharmacodynamiques dans un modeéle murin de diabéte de type 2

Afin d’observer si I'effet GLP-1 sécrétagogue, observé chez des souris C57BI6, est
conservé dans un modele pathologique de diabéte, le composé a été administré en aigu, a des
souris DIO (Diet Induced Obesity). Les souris DIO sont des souris rendues obéses et insulino-
résistantes, par un régime hyper-lipidique (HFD — High Fat Diet), pendant 10 semaines. Au cours
de cette expérience (protocole in vivo 6 (présenté en Figure 119A)), une augmentation de la
sécrétion de GLP-1 d’un facteur 4,3 par rapport au groupe contréle a été observée, 8h apres le
gavage (Figure 123). L'effet GLP-1 sécrétagogue est donc maintenu dans un modéle
pathologique de diabete de type 2.

35 - X4,3

*okkk

30 -
25
20 ~

15 -

[GLP'1(7'36)]plasmatique (pM)

Véhicule Composé 21

Figure 123 : Effet du composé 21 sur la sécrétion de GLP-1 chez des souris DIO a la dose de 32 umol/kg selon le protocole in
vivo 6 (décrit Figure 119A). Moyennes +/- erreur-type (n = 10 souris/groupe). **** : p < 0,0001 (Test de Mann-Whitney)

Cette expérience de sécrétion de GLP-1 a été répétée, en administrant de
I'omarigliptine, présentant une demi-vie beaucoup plus longue que la sitagliptine, en méme
temps que I'administration du composé 21, selon le protocole in vivo 8 présenté en Figure 124.

t0
Gavage Prélevement
-Véhicule + Omarigliptine (2 mpk) rétroorbital pour
-Composé (32 umol/kg) + Omarigliptine (2 mpk) dosage GLP-1 actif

Figure 124 : Protocole in vivo 8 : Etude de I'effet du composé 21 a une dose de 32 umol/kg sur la sécrétion de GLP-1 et sur le
volume des vésicules biliaires chez des souris DIO en présence d’omarigliptine (2 mpk)
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Lors de cette expérience, chez des souris DIO, nous observons une augmentation de la
sécrétion de GLP-1 d’un facteur 5,6 par rapport au groupe véhicule (Figure 125).
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Figure 125 : Effet du composé 21 sur la sécrétion de GLP-1 chez des souris DIO a la dose de 32 umol/kg en présence
d’Omarigliptine (2 mpk) selon le protocole in vivo 8 (décrit Figure 124). Moyennes +/- écart-types (n = 7 souris/groupe).
***: p < 0,001 (Test de Mann-Whitney)

Le composé 21 est donc un puissant GLP-1 sécrétagogue in vivo. Afin d’évaluer |'effet de
cette augmentation de GLP-1 sur la tolérance au glucose, un test de tolérance au glucose par
voie orale (Oral Glucose Tolerance Test - OGTT) en aigu a été réalisé, chez ces souris DIO.
L'expérience a été réalisée, selon le protocole in vivo 9 (Figure 126A), et a montré une
diminution significative du glucose sanguin, aprés administration d’'une dose de 4 g/kg de
glucose (AUCgiucose - 36% pour le groupe traité par rapport au groupe véhicule) (Figure 1268, C).

-169-



Optimisation du kinétophore

A
t0 t+120min
Gavage - OGTT (4g/kg) i
- Véhicule
- Composé (32 umol/kg)
B 350 - +—Véhicule C .
= | +C0mp05é 21 . 15000 -
S 300 - ! ' i <
£ 2
-~ * ]
£ ® 10000 -
5 250 - e
c (]
3 5
g 200 ; * 8 5000 -
E ! g
(G)
150 : : <
0 50 100 0 -
Temps (min) Véhicule Composé 21

Figure 126 : (A) Protocole in vivo 9 : effet du composé 21 en aigu dans un test de tolérance au glucose a la dose de 32 umol/kg
chez des souris DIO ; (B) Courbe du glucose sanguin lors du test OGTT en fonction du temps pour les 2 groupes selon le
protocole in vivo 9. Moyennes +/- SEM (n = 8 souris/groupe). * : p < 0.1, ** : p < 0.01 (ANOVA - test de Dunnet) ; (C)
Histogramme de ’AUC (Unité Arbitraire). Moyennes +/- erreur-type (n = 8 souris/groupe). ** : p < 0.01 (Test de Student)

Le composé 21 induit donc une augmentation importante de la sécrétion de GLP-1 de
facon temps-dépendant et dose-dépendante chez des souris C57BI6. Dans un modéle
pathologique de diabéte de type 2 (souris DIO), le composé induit également une sécrétion de
GLP-1, qui se traduit par une amélioration de la tolérance au glucose, lors d’'une expérience en
aigu (OGTT).

Ces résultats étant tres intéressants, une étude pharmacodynamique in vivo chronique
est actuellement envisagée. Lors de ce traitement chronique, le poids corporel, la prise
alimentaire, la glycémie et I'insulinémie seront suivis afin d’étudier I'effet du composé 21 sur
I'homéostasie glucidique et énergétique, lors d’un traitement chronique, dans un modeéle
pathologique murin de diabete de type 2.
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4, Conclusion sur les études pharmacodynamiques in vivo

Les expériences réalisées in vivo montrent que les composés sélectionnés, a puissance
équivalente in vitro sur le récepteur, n’ont pas le méme effet sur la sécrétion de GLP-1. En effet,
le composé polyol 32 ainsi que les composés PEGylés 14 et 15, probablement trop peu
perméables, ne déclenchent pas ou peu de sécrétion de GLP-1 in vivo, et ne semblent pas étre
de bons candidats pour effectuer la preuve de concept in vivo de I'intérét d’utiliser ce type de
composeés, pour le traitement du diabéte de type 2.

Le composé 21 est, quant a lui, tres puissant, tres soluble, et trés peu absorbé. Il induit
une forte sécrétion de GLP-1 chez des souris normales au temps ou il est majoritairement
présent dans la partie distale de I'intestin. L'effet GLP-1 sécrétagogue a également été observé
dans un modele pathologique murin de diabéte de type 2 et s’est traduit par une amélioration
de la tolérance au glucose chez ces souris obeéses et insulino-résistantes, lors d’'une expérience
de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) en aigu. Ce composé nous permet donc de valider
I’hypothese, selon laquelle un agoniste topique intestinal de TGR5 peut avoir un effet sur la
tolérance au glucose, dans un modéle murin pathologique de diabéte de type 2.
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Conclusions et perspectives

L’objectif de cette these était de répondre a la problématique suivante : un agoniste
topique intestinal du récepteur TGR5 peut-il avoir un effet sur ’homéostasie du glucose, sans
déclencher les effets secondaires connus des agonistes systémiques de TGR5 ?

Une étude de la littérature nous a permis d’élaborer une stratégie pour 'obtention
d’agonistes de TGR5, GLP-1 sécrétagogues, ayant une action ciblée dans l'intestin, afin d’éviter
les effets non souhaités de I'activation de TGR5, dans d‘autres tissus et organes. Ainsi, nous
avons concentré nos efforts sur I'obtention de composés a visée topique intestinale, par la mise
en place d’une stratégie utilisant le concept de kinétophore. Cette stratégie consiste en la
conception de molécules présentant un pharmacophore, sur lequel sont réalisés des
aménagements chimiques (kinétophores) visant a controler les propriétés pharmacocinétiques
des composés chimériques ainsi obtenus.

Les phases d’optimisation d’un hit, identifié au cours d’un criblage sur le récepteur TGR5
humain, ont conduit tout d’abord a I'obtention d’'un pharmacophore puissant, en série 5-amino-
2-thioimidazole. Les relations structure-activité ont permis d’identifier sur ce pharmacophore
optimisé une position, dite « silencieuse », sur laquelle des modifications chimiques
n’induisaient pas de perte drastique de I'activité. Sur cette position silencieuse, nous avons ainsi
pu introduire divers groupements kinétophores, sélectionnés suite a une analyse systématique
de la littérature. Six types de kinétophores ont ainsi été incorporés dans nos composés
chimériques afin d’étudier leur influence, d’'une part sur les activités sur le récepteur TGR5, et
d’autre part sur les propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques in vitro et in vivo. Une
trentaine de composés ont ainsi été synthétisés avec des kinétophores de différentes natures :
des polyéthylénes glycols, des groupements chargés a pH physiologique (positivement et
négativement), des zwittérions, des polyols, et des dimeres.

Les composés ont été testés in vitro sur les récepteurs TGR5, humain et murin, et ont
montré des activités de I'ordre du nanomolaire a la centaine de nanomolaires sur les deux
récepteurs. L'étude des parametres ADME in vitro et in vivo a ensuite été réalisée et a montré
gue certains composés présentaient un profil en adéquation avec I'objectif d’obtention de
composés agissant localement dans l'intestin. Parallelement, une étude approfondie des
composés fonctionnalisés par des polyéthylenes glycols nous a permis d’étudier I'influence de la
longueur de la chaine PEG sur différents parametres ADME. Les relations structure-propriétés
fines générées sur nos composés PEGylés présentent un intérét pour la communauté
scientifique et pourront étre utiles pour la recherche de modulateurs d’autres cibles
biologiques, présentant une distribution tissulaire contrélée.
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Quatres composés ont ensuite été sélectionnés pour des expériences
pharmacodynamiques chez I'lanimal pour étudier leur capacité a stimuler la sécrétion de GLP-1.
Lors de ces expériences in vivo, nous avons pu montrer des effets GLP-1 sécrétagogue modérés
pour les composés polyol 32 et PEGylé 15. Le composé sulfonate 21 a, quant a lui, induit une
forte stimulation de la sécrétion de GLP-1 chez des souris normales, et dans un modele
pathologique murin de diabete et d’obésité. Cette forte sécrétion s’est traduite par une
amélioration de la tolérance au glucose chez les souris DIO, lors d’'une expérience en aigu
(OGTT). Ces résultats nous permettent donc de valider notre hypothése selon laquelle un
agoniste du récepteur TGR5, agissant localement dans l'intestin sans exposition systémique,
peut avoir un effet sur I'homéostasie du glucose.

Les résultats obtenus amenent a diverses perspectives.

L'optimisation du profil pharmacologique (PK/PD) de nos composés ciblant l'intestin
apporte des connaissances générales et des lignes directrices pour la conception de nouveaux
composés topiques intestinaux qui pourraient étre transposables aux modulateurs d'autres
cibles intestinales. Le fort atout de ces composés est leur faible exposition systémique qui leur
confere un profil de sécurité et un index thérapeutique élevé. lls permettent en effet
d’atteindre une forte concentration au site d’action, permettant un engagement local de cible
élevé, tout en minimisant les effets indésirables systémiques « on-target » et/ou « off-target ».

L’étude du composé topique intestinal 21 dans un modele murin de diabéete et d’obésité,
lors de traitements chroniques, permettra d’élucider le role du récepteur TGRS intestinal sur le
métabolisme glucidique et énergétique, et d’identifier un potentiel candidat médicament pour
le traitement du diabéte de type 2.

Le composé 21 représente également un outil pharmacologique intéressant pour
I’étude du role anti-inflammatoire et du potentiel thérapeutique du récepteur TGRS intestinal.
En effet, I'inflammation colonique, en réponse a un régime gras, a récemment été décrite
comme étant une cause majeure des désordres métaboliques'®®. Des effets bénéfiques anti-
inflammatoires du récepteur TGR5, dans les macrophages coloniques, ont été tres récemment
montrés avec des ligands dérivés d’acides biliaires'>”1>8, Cibler 'activation du récepteur TGRS,
au niveau de ces macrophages avec le composé 21 pourrait ainsi permettre d’étudier le réle de
TGRS dans I'inflammation intestinale et les désordres métaboliques associés (Figure 127).
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Figure 127 : Réle anti-inflammatoire et potentiel thérapeutique du récepteur TGRS intestinal dans I'inflammation colonique
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Partie expérimentale

2. Abbreviations

brs Broad singlet MW  Molecular Weight

COSY  Correlation spectroscopy ppm  Parts per million

d Doublet q Quartet

HMBC Heteronuclear multiple bond correlation quint Quintet

HSQC Heteronuclear single quantum correlation | s Singlet

6 Chemical shift t Triplet

J Coupling constant TLC Thin layer chromatography
m Multiplet tr Retention time

MRM  Multiple reaction monitoring

3. General informations

a. Synthesis

All commercial reagents and solvents were used without further purification.
Microwave-assisted chemical reactions were conducted on a Biotage Initiator+ microwave
synthesizer. Progress of all reactions was routinely monitored by thin layer chromatography
(TLC) and/or by High Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrum (HPLC-MS). TLC was
performed using Merck commercial aluminum sheets coated with silica gel 60 F254.
Visualization was achieved by fluorescence quenching under UV light at 254 nm.

b. Analysis

HPLC-MS analysis was performed on two different HPLC-MS system:

- LC-MS Waters Alliance Micromass ZQ 2000 system was equipped with a Waters
2747 sample manager, a Waters 2695 separations module, a Waters 2996 photodiode array
detector (200 - 800 nm) and a Waters Micromass ZQ 2000 detector (scan 100 - 800).

- LC-MS Waters 3100 Mass Detectors system was equipped with a Waters 2767
sample manager, a Waters 515 HPLC pump, a Waters Systems Fluidics Organizer, a Waters 2545
Binary Gradient Module, a Waters 2487 Dual A Absorbance (215 nm and 254 nm) detector and a
Waters 3100 Mass detectors.
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LCMS analysis was performed on a Waters Alliance Micromass ZQ 2000, using an XBridge
C18 column (3.5 um particle size, dimensions 50 mm x 4.6 mm). The injection volume is 20 pL. A
mixture of water and acetonitrile was used as mobile phase in gradient-elution. pH of mobile
phase was adjusted with HCOOH and NH4OH to form a buffer solution at pH 3.8. The analysis
time is 5 minutes (at a flow rate at 2 mL/min). Purity (%) was determined by reversed phase
HPLC, using UV detection (215 nm), and all compound showed purity greater than 95%.

NMR spectra were recorded on a Bruker DRX-300 spectrometer. Chemical shifts are in
parts per million (ppm). The assighments were made using one-dimensional (1D) H and 3C
spectra and two-dimensional (2D) HSQC, HMBC and COSY spectra.

C. Purifications

Flash column chromatography was performed on prepacked columns (Grace Resolv™
flash cartridges, Grace®).

Preparative HPLC were performed using a Varian ProStar system using an Omnisphere
10 C18 column (250 mm x 41.4 mm) Dynamax from Varian, Inc. or a Waters-2 system using a
XBridgeTM Prep C18 5um OBD (250 mm x 50 mm or 150 x 30 mm). A gradient starting from
CH3CN - H,0 and formic acid (20 - 80 - 0.1%) and reaching 100% CH3CN/0.1% formic acid at a
flow rate of 80 mL/minutes was used on the Varian ProStar system. Products were detected by
UV absorption at 215 nm and/or 254 nm. A gradient mixture of CH3CN and water in ammonium
formate buffer at pH 9.2 or pH 3.8 and a flow rate at 40 or 80 mL/min was used on Waters-2
system. Products were detected by UV absorption and/or by MS.

Purification yields were not optimized. Final compounds were isolated as amorphous
solids without collection of melting point data.
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4, General Procedures

General route toward 5-amino-2-thioimidazole derivatives:

9 O
T, Sl i LA
NH, o NH o o) N)K(YK

o | | T | |
| Ho%NJLOk R O
o H
step 3
CF,COO-
RN T T PP U g,
o N)K(N\H/N R1 o N)K(NH3
I Il R S | l R
F
step 5
_0

Procedure A.

R1

In a round bottom flask was added the isothioureido-derivative (1 equiv), potassium carbonate
(1 equiv), sodium iodide (0.5 equiv), and acetonitrile (QS 0.2M). The suspension was stirred at
room temperature for 10 min; benzyl halide (1 equiv) was then added. The suspension was
stirred at room temperature overnight. Reaction mixture was then evaporated; residue was
dissolved in EtOAc, washed with water and brine. Organic phase was dried over MgS0O4 and

evaporated. Residue was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc).
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Procedure B.

NON§ TN °
N_N
o NN o@ N
| | & \©\ ] N’[N»\S R
F = /
F F ﬂR

R F

In a microwave tube were introduced the isothioureido-acetamide derivative (1 equiv), EtOAc
(QS 0.1M), diisopropylethylamine (6 equiv), and T3P® (3 equiv). Reaction mixture was heated
under microwave irradiation at 150°C for 10 min. Reaction mixture was then diluted with EtOAc,
washed with a saturated aqueous solution of NaHCOs and brine. Organic phase was then dried
over MgS0O4 and evaporated. Residue was purified by flash chromatography or preparative
HPLC.

Procedure C.

In a round bottom flask were introduced the isothioureido-acetamide derivative (1 equiv),
EtOAc (QS 0.1M), diisopropylethylamine (6 equiv), and T3P® (3 equiv). Reaction mixture was
heated at reflux for 24h. After several hours, diisopropylethylamine and T3P® were added
several times, until completion. Reaction mixture was then diluted in EtOAc, washed with a
saturated aqueous solution of NaHCO3; and brine. Organic phase was dried over MgS0O4 and
evaporated to dryness. Residue was purified by flash chromatography or preparative HPLC.
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Procedure D.

In a microwave tube were added 5-amino-2-thio-imidazole derivative (1 equiv), phenylboronic
derivative (1 equiv), cesium carbonate (1.75 equiv), Pd(PhsP)s (0.175 equiv). A mixture of water
(QS 0.8M), dimethoxyethane (QS 0.3M), and ethanol (QS 0.5M) was prepared and poured into
the microwave tube. The reaction mixture was heated under microwave irradiation at 100°C for
10 min. The reaction mixture was then evaporated to dryness, diluted in EtOAc, filtered on
Celite, washed with water, with brine, dried over MgSQO4 and evaporated to dryness. Residue
was purified by flash chromatography or preparative HPLC.
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5. Pharmacophore optimization

Compound 1:

Step 1: (3,4-dimethoxy-phenyl)-methyl-amine (1a)

In a 250 mL flask were added 3,4-dimethoxyaniline (3.0 g, 19.58 mmol) and sodium methoxide
(5.29 g, 97.92 mmol) in 35 mL of methanol (dried over MgSQa). Then, paraformaldehyde (1.18 g,
39.17 mmol) and 15 mL of methanol (dried over MgS0.) were added. Molecular sieve (4 A) was
then added and the mixture was stirred overnight at room temperature. Sodium borohydride
(0.74 g, 19.58 mmol) was then added, and the mixture was heated under reflux for 1 hour. The
mixture was then evaporated, dissolved in EtOAc and water, the two phases were separated.
The aqueous phase was then basified by addition of a saturated aqueous solution of NaHCOs3,
and extracted by EtOAc. The organic phases were washed with a saturated aqueous solution of
NaHCOs, brine, dried over MgS04 and evaporated to dryness to give 2.67 g of the titled product
as an oily residue, leading to a 77% yield, which was used without further purification in the
next step of the synthesis.

LC-MS: tr=1.34 min, MS [M+H]* m/z = 168.0.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 2.62 (d, J = 5.0 Hz, 3H), 3.61 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 5.20
(quint, J = 4.9 Hz, 1H), 5.99 (dd, J = 8.5, 2.5 Hz, 1H), 6.22, (d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 8.5 Hz,
1H).

Step 2: tert-butyl N-[2-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-oxo-ethyl]carbamate (1b)

BONY:
N. O
R S

7~

In a 100 mL flask were added 3,4-dimethoxy-N-methyl-aniline (1a) (11 g, 65.79 mmol), 132 mL
of EtOAc, 2-(tert-butoxycarbonylamino)acetic acid (13.83 g, 78.94 mmol), T3P® (58.15 mL, 98.68
mmol) and diisopropylethylamine (34.47 mL, 197.36 mmol). The reaction mixture was stirred at
room temperature for 1 hour. The mixture was washed with water and brine. The organic phase
was dried over MgSO4 and evaporated to dryness to give 21.34 g of the titled product as a
brown powder, leading to a 100% vyield.
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LC-MS: tr= 2.35 min, MS [M+H]* m/z = 325.1.

IH NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 1.35 (s, 9H), 3.13 (s, 3H), 3.43 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 3.76 (s,
3H), 3.78 (s, 3H), 6.64-6.70 (m, 1H), 6.80-6.90 (m, 1H), 6.95-7.02 (m, 2H).

Step 3: [2-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-oxo-ethyllammonium;2,2,2-trifluoroacetate (1c)

0 o  CFsCOO
\

In a 100 mL flask was diluted tert-butyl tert-butyl N-[2-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-oxo-
ethyl]carbamate (1b) (5 g, 15.41 mmol) in 12 mL of DCM. 5 mL of TFA was added at the reaction
mixture and it was stirred at room temperature for 30 min. The reaction mixture was
evaporated to dryness to give 5.21 g of the titled product as dark oil, leading to a 100 % yield.

LC-MS: tg= 1.47 min (+ injection peak), MS [M+H]* m/z = 225.1.

Step 4: N-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-2-[3-(4-fluoro-phenyl)-isothioureido]-N-methyl-acetamide
(1d)

-0 O H H
O:©\NJK/NYN
|

| S\©\F

4-fluorophenylisothiocyanate (1.5 g, 9.83 mmol) and NEt3 (1.59 mL, 11.79 mmol) were added in
a 250 mL flask in 15 mL of ethanol. [2-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-oxo-ethyllammonium
formate (1c) (3.2 g, 9.83 mmol) was dissolved in 115 mL of ethanol, NEt; (1.33 mL, 9.83 mmol)
was added, and the mixture was added dropwise at room temperature. After the addition, the
reaction was over. Reaction mixture was evaporated to dryness and purified by flash
chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc to give 2.8 g of the titled
product as a yellowish powder, leading to a 76 % vyield.

LC-MS: tr= 2.35 min, MS [M-H]" m/z = 244.1.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 2.49 (s, 3H), 3.78 (m, 6H), 4.00 (d, J = 4.1 Hz, 2H), 6.92
(dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.01-7.03 (m, 2H), 7.15 (m, 2H), 7.45 (m, 2H), 7.73 (m, 1H), 9.90 (s, 1H).
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Step 5: 2-[2-(2,6-Difluoro-benzyl)-3-(4-fluoro-phenyl)-isothioureido]-N-(3,4-dimethoxy-phenyl)-
N-methyl-acetamide (1e)

Y ')
o:©\N)K/H\§N\©\F

F F

The titled product was obtained without purification as an oily residue (1.15 g, 91%), following
Procedure A, using N-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-2-[3-(4-fluoro-phenyl)-isothioureido]-N-methyl-
acetamide (1d) (940 mg) and 2-Bromomethyl-1,3-difluoro-benzene (518 mg).

LC-MS: tr = 3.57 min, MS [M+H]* m/z = 504.0.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 3.16 (s, 3H), 3.69-3.76 (m, 8H), 4.19 (s, 2H), 6.61 (m, 2H),
6.79-6.89 (m, 2H), 6.95-7.00 (m, 4H), 7.05-7.13 (m, 3H), 7.38 (m, 1H).

Step 6: [2-(2,6-Difluoro-benzylsulfanyl)-3-(4-fluoro-phenyl)-3H-imidazol-4-yl]-(3,4-dimethoxy-
phenyl)-methyl-amine (1)

O’@I}\

Lors

The titled compound was obtained as an oily residue (160 mg, 33%), following procedure C,
using 2-[2-(2,6-difluoro-benzyl)-3-(4-fluoro-phenyl)-isothioureido]-N-(3,4-dimethoxy-phenyl)-N-
methyl-acetamide (1e) (500 mg).

LC-MS: tr = 3.13 min, MS [M+H]* m/z = 486.3.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 2.92 (s, 3H, h), 3.80 (s, 3H, a’), 3.82 (s, 3H, a), 4.16 (s, 2H, o),
6.16 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H, f), 6.30 (d, J = 2.7 Hz, 1H, d), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H, e), 6.78 (m, 2H,
r), 6.83-6.85 (m, 4H, m & n), 6.92 (s, 1H, j), 7.19 (m, 1H, s).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 25.9 (o), 40.1 (h), 55.9 (a’), 56.4 (a), 99.9 (d), 105.5 (f), 111.2
(m, r), 112.4 (e), 113.6 (t, J = 19.3 Hz, p), 115.9 (d, J = 22.9 Hz, n), 124.4 (j), 129.1-129.2 (m, m &
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s), 130.8 (1), 138.1 (k), 139.6 (i), 142.7 (g), 143.2 (b), 149.6 (c), 161.1 (dd, J = 250.0, 7.7 Hz, q),
162.2 (d, J = 249.0 Hz, t).

Compound 2:

Step 4: N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)carbamothioylamino]-N-
methyl-acetamide (2d)

-0 O H H
O@NJK/NYN o.
\ \ S \QF

In a 250 mL flask, TCDI (3.02 g, 16.95 mmol) and 54 mL of dioxane were added. ([2-(3,4-
dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-oxo-ethyllJammonium;2,2,2-trifluoroacetate (1c) (5.21 g, 15.41
mmol) was dissolved in 100 mL of dioxane. The acidic solution was then neutralized by addition
of NEts (6.44 mL, 46.24 mmol), and then added dropwise in the flask. The solution was then
stirred at room temperature for 1.5 hours. Then 4-fluoro-3-methoxy-aniline (2.18 g, 15.41
mmol) and NEts (6.44 mL, 46.24 mmol) were added to the solution. Reaction mixture was
stirred at 60°C overnight. Reaction being completed, dioxane was removed. After evaporation,
precipitation of the crude material in EtOH and purification of the filtrate by flash
chromatography using a mixture of DCM/Acetone (96/4) gave 2.6 g of the titled product as
a yellow powder, leading to a 41% vyield.

LC-MS: tr= 2.52 min, MS [M+H]* m/z = 408.1.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 3.23 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 4.14 (d, J =
3.9 Hz, 2H), 6.75-6.80 (m, 3H), 6.89 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.99 (dd, J = 7.6, 2.3 Hz, 1H), 7.08 (dd, J =
10.9, 8.6 Hz, 1H), 7.42 (s, 1H), 8.13 (s, 1H).

Step 5: 2-[[(Z)-C-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)carbonimidoyllamino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (2e)

0
LA
o N)K/NYN N
\ \ S E

FéF
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In a 5 mL flask were added N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-C-
sulfanyl-carbonimidoyl]amino]-N-methyl-acetamide (2d) (0.1 g, 0.236 mmol), K,COs (0.033 g,
0.236 mmol), Nal (0.018 g, 0.118 mmol), and 1.1 mL of acetonitrile. The suspension was stirred
at room temperature for 10 min, and 2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (0.038 g, 0.24
mmol) was then added. The suspension was stirred at room temperature overnight. 2-
(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (0.008 g, 0.047 mmol) was added at the reaction mixture
and it was stirred at room temperature for 4 hours. The crude material was then evaporated,
residue was dissolved in EtOAc, washed with water and brine, organic phase was dried over
MgS0O4 and evaporated to give 120 mg of the titled product as yellowish oil, leading to a 96%
yield.

LC-MS: tg = 3.08 min, MS [M+H]* m/z = 534.1.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 3.29 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.85 (s,3H), 3.89 (s, 3H), 3.85 (s,
2H), 4.13 (s, 2H), 6.31 (s, 1H), 6.45 (d, J = 6.99 Hz, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.69-6.70 (m, 1H), 6.75-6.76
(m, 1H), 6.83 (s, 1H), 6.85-6.86 (m, 2H), 6,88 (s, 1H).

Step 6: 2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (2)

@IA\

Rers

The titled product was obtained as a yellowish oil (40 mg, 35%), following procedure B, using 2-

[[(Z2)-C-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)carbonimidoyl]
amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (2e) (0.12 g, 0.22 mmol).

LC-MS: tr = 3.10 min, MS [M+H]* m/z = 516.2.

'H NMR (300 MHz, CDCls3): 6 (ppm) 2.88 (s, 3H, h), 3.52 (s, 3H, w), 3.80 (s, 6H, a & a’), 4.17 (s,
2H, 0), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H, ), 6.31 (d, J = 2.8 Hz, 1H, d), 6.52 (dd, J = 7.5, 2.4 Hz, 1H, u),
6.59-6.64 (m, 1H, m), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H, e), 6.79 (t, J =7.8 Hz, 2H, r), 6.96 (dd, J =10.9, 8.5 Hz,
1H, n), 7.03 (s, 1H, j), 7.14-7.24 (m, 1H, s).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) 25.9 (o), 40.1 (h), 55.9 (2’), 56.0 (a), 56.6 (w), 100.1 (d), 105.8
(f), 111.1-111.4 (m, r), 112.6 (e), 112.7 (d, J = 2.5 Hz, p), 113.4 (t, J =19.2 Hz, u), 115.9 (d, J = 19.2
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Hz, n), 119.7 (d, J = 7.3 Hz, m), 123.7 (j), 129.3 (t, J = 10.2 Hz, 1), 130.6 (d, J = 3.6 Hz, s), 138.6 (K),
139.3 (i), 142.9 (g), 143.2 (c), 147.6 (d, J = 12.0 Hz, v), 149.8 (b), 152.1 (d, J = 249.3 Hz, t), 161.2
(dd, J=250.3Hz,J=7.7 Hz, q).

Compound 3:

Step 2: 9H-fluoren-9-ylmethyl N-[(5S)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(3,4-dimethoxy-N-
methyl-anilino)-6-oxo-hexyl]carbamate (3b)

NN T
N. O
(@) N
1K

In a 50 mL flask were added 3,4-dimethoxy-N-methyl-aniline (1a) (500 mg, 2.99 mmol), 6 mL of
EtOAc, (2R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino) hexanoic
acid (1681.33 mg, 3.59 mmol), diisopropylethylamine (1.57 mL, 8.97 mmol) and T3P® (2.64 mL,
4.49 mmol). The reaction mixture was then stirred at 50°C for 1 hour. The reaction mixture was
diluted in EtOAc, washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3 and with brine, and the
organic phase was dried over MgSO. and evaporated to dryness to give 1.85 g of the titled
product as dark red oil, leading to a 100% yield. It was used without further purification in the
next step of the synthesis.

LC-MS: tr = 3.33 min, MS [M+H]* m/z = 618.3.

Step 3: [(1S)-1-[(3,4-dimethoxyphenyl)-methyl-carbamoyl]-5-(9H-fluoren-9-
ylmethoxycarbonylamino)pentyllammonium;2,2,2-trifluoroacetate (3c)
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9H-fluoren-9-ylmethyl N-[(5S)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-6-(3,4-dimethoxy-N-methyl-
anilino)-6-oxo-hexyl]carbamate (3b) (1.85 g, 2.99 mmol) and TFA (2.56 mL, 33.42 mmol) were
dissolved in 5 mL of DCM. The reaction mixture was stirred at room temperature for 1h. 1 mL of
TFA was added again at the reaction mixture ant it was stirred at room temperature for 30
minutes. The reaction mixture was evaporated to dryness to give the titled product as purple

oil, leading to a 100% vyield. It was used without further purification in the next step of the
synthesis.

LC-MS: tr = 2.63 min, MS [M+H]* m/z = 518.3.

Step 4: 9H-fluoren-9-ylmethyl N-[(5S)-6-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-5-[[(Z)-N-(4-
fluorophenyl)-C-sulfanyl-carbonimidoyl]amino]-6-oxo-hexyl]carbamate (3d)

o)
g O 4 H
O@N;r“*f”@
| | S .
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1-fluoro-4-isothiocyanato-benzene (0.46 g, 2.99 mmol) and NEts (0.4 mL, 2.99 mmol) were
added in a 500 mL flask in 20 mL of ethanol. [(1S)-1-[(3,4-dimethoxyphenyl)-methyl-carbamoyl]-
5-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)pentyllammonium;2,2,2-trifluoroacetate (3c) (1.89 g,
2.99 mmol) was dissolved in 20 mL of ethanol, NEt3 (0.47 mL, 3.47 mmol) were added, and the

mixture was added dropwise at room temperature. Then 1 mL of NEts was added to reach pH
10. After 30 min of reaction, the conversion was complete. The reaction mixture was
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evaporated to dryness. Purification of the crude material by flash chromatography using as
eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (50/50) gave 1.58 g of the titled product as yellowish oil,
leading to a 79% vyield.

LC-MS: tr = 3.30 min, MS [M+H]* m/z = 671.3.

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 (ppm) 1.09-1.36 (m, 4H), 1.46-1.70 (m, 2H), 3.00 (s, 2H), 3.20 (s,
3H), 3.87 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 4.18 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 4.36 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 4.91 (t, J = 5.6 Hz,
1H), 6.88 (s, 2H), 6.99 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 7.12 (s, 1H), 7.20-7.42 (m, 6H), 7.57 (d, J = 7.4 Hz, 2H),
7.67 (s, 1H), 7.74 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 8.51 (s, 1H).

Step 5: 9H-fluoren-9-ylmethyl N-[(5S)-5-[[(Z)-C-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-6-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-6-oxo-hexyl]carbamate
(3e)

Reky
? ?Y@
F
F\E:(F
O\\]/NH
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In a 25 mL flask were added 2-(bromomethyl)-1,3-difluoro-benzene (486.14 mg, 2.348 mmol),
K2CO3 (357.02 mg, 2.583 mmol) and 11.74 mL of acetonitrile. The suspension was stirred at
room temperature for 10 minutes and 9H-fluoren-9-ylmethyl N-[(5S)-6-(3,4-dimethoxy-N-
methyl-anilino)-5-[[(4-fluoroanilino)-sulfanyl-methyllamino]-6-oxo-hexyl]carbamate (3d) (1.58 g,
2.35 mmol) was then added. The suspension was stirred at room temperature overnight. The
reaction mixture was then evaporated, residue was dissolved in EtOAc, washed with water and

brine, organic phase was dried over MgS0Q4 and evaporated to dryness to give 1.87 g of the
titled product as dark oil, leading to a 89% vyield.

LC-MS: tr = 3.73 min, MS [M+H]* m/z = 797.6.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 1.30 (brs, 4H), 1.62 (brs, 3H), 3.08 (brs, 2H), 3.27 (brs, 3H),
3.62 (s, 3H), 3.84 (s, 3H), 4.08 (brs, 2H), 4.19 (m, 1H), 4.39 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 4.70 (brs, 1H), 5.24
(brs, 1H), 6.74 (brs, 1H), 6.75-6.95 (m, 8H), 7.15-7.23 (m, 1H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.39 (t, J =
7.4 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.76 (d, J = 7.2 Hz, 2H).
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Step 6: 9H-fluoren-9-ylmethyl N-[4-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-
methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-4-yl]butyl]lcarbamate (3)

O
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The titled compound was obtained as a yellow solid (507 mg, 32%), following procedure C, using
9H-fluoren-9-ylmethyl N-[(5S)-5-[[(Z)-C-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(4-fluorophenyl)
carbonimidoyl]amino]-6-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-6-oxo-hexyl]carbamate (3e) (1.625 g,
2.039 mmol).

LC-MS: tr= 3.71 min, MS [M+H]* m/z = 779.3.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 1.47-1.60 (m, 2H), 1.61-1.74 (m, 2H), 2.43 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.83 (s, 3H), 3.15-3.22 (m, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.07 (s, 2H), 4.21 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 4.38
(d, J = 7.0 Hz, 2H), 5.03 (brs, 1H), 6.04 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.70-6.81
(m, 3H), 6.88-6.94 (m, 4H), 7.09-7.20 (m, 1H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.60
(d,J=7.2 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 7.2 Hz, 2H).
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Compound 4:

Step 2: Methyl (4S)-4-(tert-butoxycarbonylamino)-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-5-oxo-
pentanoate (4b)

In a 50 mL flask were added 3,4-dimethoxy-N-methyl-aniline (1a) (500 mg, 2.99 mmol), 6 mL of
EtOAc, (2R)-2-(tert-butoxycarbonylamino)-5-methoxy-5-oxo-pentanoic acid (937.55 mg, 3.59
mmol), T3P® (2.64 mL, 4.49 mmol) and diisopropylethylamine (1.57 mL, 8.97 mmol). The
reaction mixture was then stirred at 50°C for 1 hour. The reaction mixture was diluted in EtOAc,
washed with a saturated aqueous solution of NaHCOs and with brine, and the organic phase
was dried over MgSQ04 and evaporated to dryness to give 1.19 g of the titled product as brown
oil, leading to a 97% yield. It was used without further purification in the next step of the

synthesis.

LC-MS: tg=2.53 min, MS [M+H]* m/z = 411.2.

Step 3:[(1S)-1-[(3,4-dimethoxyphenyl)-methyl-carbamoyl]-4-methoxy-4-oxo-
butyllammonium;2,2,2-trifluoroacetate (4c)

CF,COO-

LR e
o N NH3

7o
Methyl (4S)-4-(tert-butoxycarbonylamino)-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-5-oxo-
pentanoate (4b) (1.19 g, 2.89 mmol) and TFA (1.5 mL, 19.6 mmol) were dissolved in 5 mL of
DCM and the reaction mixture was stirred at room temperature for 1h. The reaction mixture
was evaporated to dryness. The product will be used in the next step of the synthesis without

further purification (yield was considered to be 100%).

LC-MS: tr= 1.65 min, MS [M+H]* m/z = 311.1.
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Step 4: Methyl (4S)-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-4-[[(Z)-N-(4-fluorophenyl)-C-sulfanyl-
carbonimidoyl]amino]-5-oxo-pentanoate (4d)

RON

YL

I I S F
?O

4-fluorophenylisothiocyanate (0.44 g, 2.89 mmol) and NEtsz (0.39 mL, 2.89 mmol) were added in
a 500 mL flask in 20 mL of ethanol. (1S)-1-[(3,4-dimethoxyphenyl)-methyl-carbamoyl]-4-
methoxy-4-oxo-butyllammonium;2,2,2-trifluoroacetate (4c) (1.23 g, 2.89 mmol) was dissolved
in 20 mL of ethanol, NEtz (0.47 mL, 3.47 mmol) were added, and the mixture was added
dropwise at room temperature. Then 1 mL of NEts was added to reach pH 10. After 30 min of
reaction, the conversion was complete. The reaction mixture was evaporated to dryness.
Purification of the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of
cyclohexane/EtOAc (50/50) gave 940 mg of the titled product as yellowish oil, leading to a 70%
yield.

LC-MS: tr= 2.65 min, MS [M+H]* m/z = 464.1.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.73-1.89 (m, 1H), 1.89-2.03 (m, 2H), 2.10-2.37 (m, 2H), 3.22
(s, 3H), 3.57 (s, 3H), 3.92 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 6.91 (s, 2H), 7.00-7.12 (m, 3H), 7.27 (s, 2H), 7.28
(m, 1H), 8.26 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 27.2, 29.9, 38.2, 51.7, 55.0, 56.0, 56.3, 110.9, 111.4, 116.4 (d,
J=22.7Hz),119.1, 127.2 (d, J = 8.4 Hz), 132.9, 134.7, 149.0, 161.0 (d, J = 246.9 Hz), 172.2, 173.1,
181.2.

Step 5: Methyl (4S)-4-[[(Z)-C-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-5-oxo-pentanoate (4e)

neNy
e Shag!
S F
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The titled product was obtained without purification as a dark oil (1.05 g, 87%), following
procedure A, using methyl (4S)-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-4-[(4-fluorophenyl)
carbamothioylamino]-5-oxo-pentanoate (4d) (940 mg, 2.03 mmol).

LC-MS: tr= 3.25 min, MS [M+H]* m/z = 590.3.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.93 (brs, 2H), 2.29 (brs, 2H), 3.27 (s, 3H), 3.60 (s, 3H), 3.66
(s, 3H), 3.88 (s, 4H), 4.10 (brs, 2H), 4.70 (brs, 1H), 5.40 (brs, 1H), 6.72 (brs, 2H), 6.83-6.94 (m,
8H).

Step 6: Methyl 3-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-
(4-fluorophenyl)imidazol-4-yl]propanoate (4)

F
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In @ 100 mL flask were added methyl (4S)-4-[[(Z)-C-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-5-oxo-pentanoate (4e)
(1g, 1.7 mmol), T3P® (3.01 mL, 5.1 mmol), diisopropylethylamine (1.88 mL, 10.21 mmol), and 17
mL of EtOAc. The reaction mixture was stirred at 80°C for 24 hours. The reaction mixture was
diluted in EtOAc and washed with water, brine, and dried over MgSO4 and evaporated to
dryness. The residue was dissolved again in 17 mL of EtOAc. T3P® (3.01 mL, 5.1 mmol),
diisopropylethylamine (1.88 mL, 10.21 mmol) were added at the reaction mixture and it was
stirred at 80°C for 24h. The reaction mixture was diluted in EtOAc, washed with water and brine.
Organic phase was dried over MgS0O4 and evaporated. The crude material was purified by flash
chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (70/30) to give 265 mg of the
titled product not clean. The crude material was dissolved in EtOAc and T3P® (0.6 mL, 1.018
mmol), diisopropylethylamine (0.376 mL, 2.035 mmol) were added and the reaction mixture
was stirred at 80°C for 24 hours. The reaction mixture was diluted in EtOAc, washed with water
and brine. Organic phase was dried over MgS0a4 and evaporated. The crude material was then
purified by flash chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (70/30) to
give 104 mg of the titled product as yellowish oil, leading to a 11% vyield.

LC-MS: tr= 3.55 min, MS [M+H]* m/z = 572.2.
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'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 2.67-2.72 (m, 4H), 2.85 (s, 3H), 3.62 (s, 3H), 3.79 (s, 3H),
3.80 (s, 3H), 4.07 (s, 2H), 6.04 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 6.77 (t,J= 7.7 Hz, 2H), 6.87-6.92 (m, 4H), 7.01-7.21 (m, 1H).

Compound 5:

4-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-
fluorophenyl)imidazol-4-yl]butylammonium;formate (5)

H;’N  HCOO
_0
0@ N
/ N /N»\S F
O e
F
F

To a solution of 9H-fluoren-9-ylmethyl N-[4-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-
dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-4-yl]butyl]carbamate (3) (0.24 g, 0.31
mmol) in EtOAc (1.45 mL) was added piperidine (0.06 mL, 0.62 mmol). The reaction mixture was
stirred at room temperature overnight. The reaction mixture was then evaporated under
reduced pressure. Purification of the crude material by preparative HPLC gave 100 mg of the
titled product as yellowish oil, leading to a 60% vyield.

LC-MS: tg = 2.99 min, MS [M+H]* m/z = 557.3.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.60-1.80 (m, 4H), 2.32-2.50 (m, 2H), 2.82 (s, 3H), 2.90-3.00
(m, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.94 (s, 2H), 6.03 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 2.4 Hz,
1H), 5.50-6.50 (m, 3H), 6.70-6.82 (m, 3H), 6.83-6.95 (m, 4H), 7.10-7.21 (m, 1H), 8.46 (brs, 1H).
13C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) 25.8, 25.9, 26.9, 27.6, 39.0, 56.0, 56.6, 70.6, 98.2, 103.8,
111.1-111.5 (m), 112.9, 114.0 (t, J = 19.3 Hz), 115.9 (d, J = 22.8 Hz), 129.2 (d, J = 9.0 Hz), 129.3 (t,

J=9.2 Hz), 131.1 (d, J = 3.1 Hz), 134.7, 136.4, 137.2, 142.2, 142.9, 149.9, 161.1 (dd, J = 249.7, 7.8
Hz), 162.3 (d, J = 249.1 Hz), 168.6.
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Compound 6:

3-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-
fluorophenyl)imidazol-4-yl]propanoic acid (6)

OH
O=

-0

0@ \

; 5\1 /N»\S F
oS
F

methyl 3-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-

fluorophenyl)imidazol-4-yl]propanoate (4) (104.6 mg, 0.18 mmol) was dissolved in MeOH (1.83
mL) and NaOH 1N (640 uL, 0.64 mmol) was added. The mixture was stirred overnight at room

temperature and evaporated to dryness. The residue was dissolved in DCM and washed with
HCI 1N, water and brine. The organic phase was dried over MgSO4 and evaporated to dryness to
give 95 mg of the titled product as yellowish oil, leading to a 93% vield.

LC-MS: tr = 3.30 min, MS [M+H]* m/z = 558.3.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.73 (s, 4H), 2.84 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.09 (s,
2H), 6.03 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 6.16 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.78 (t, J = 7.9
Hz, 2H), 6.85-6.98 (m, 4H), 7.11-7.23 (m, 1H), 8.75 (brs, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 21.1, 26.7, 33.5, 38.9, 56.1, 56.5, 98.4, 104.1, 111.2-111.6
(m), 112.9, 113.4 (t, J = 19.2 Hz), 116.2 (d, J = 23.0 Hz), 129.1 (d, J = 8.9 Hz), 129.6 (t, J = 10.2 Hz),

130.4 (d, J = 3.2 Hz), 134.6, 135.2, 137.1, 142.5, 150.0, 161.1 (dd, J = 250.0, 7.6 Hz), 162.5 (d, J =
250.0 Hz), 175.8.
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Compound 7:

4-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-
fluorophenyl)imidazol-4-yl]butyl-trimethyl-ammonium;iodide (7)

In a 5 mL flask was diluted 4-[2-[(2,6-difluorophenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4-dimethoxy-N-
methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-4-yl]butylammonium;formate (5) (45 mg, 0,07
mmol) in 400 pL of a mixture of Et,O/THF (1/1). lodomethane (18.59 uL, 0.3 mmol) and
diisopropylethylamine (13.01 uL, 0.07 mmol) were added at the reaction mixture and it was
stirred at room temperature overnight. The reaction mixture was evaporated to dryness. The
crude material was diluted in EtOAc and washed with water and brine, dried over MgSO4 and
evaporated to dryness. Purification of the crude material by preparative HPLC gave 7.3 mg of
the titled product as yellowish oil, leading to a 20% yield.

LC-MS: tr = 2.98 min, MS [M+H]* m/z = 599.4.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.69 (brs, 2H), 1.82 (brs, 2H), 2.45 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.87 (s,
3H), 3.31 (brs, 9H), 3.45 (brs, 2H), 3.82 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 4.03 (s, 2H), 6.06 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz,
1H), 6.18 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.81 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 6.90-6.98 (m, 4H),
7.15-7.25 (m, 1H), 8.61 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 22.6, 25.3, 25.6, 26.6, 29.8, 34.1, 39.2, 53.5, 56.2, 56.7, 66.9,
98.5, 104.1, 111.5 (m), 113.0, 114.1 (t, J = 19.2 Hz), 116.1 (d, J = 22.9 Hz), 129.1 (d, J = 8.4 Hz),
129.4 (t, J = 10.2 Hz), 131.1 (d, J = 3.1 Hz), 134.9, 136.3, 136.9, 142.3, 143.0, 149.9, 161.2 (dd, J =
249.3,7.8 Hz), 162.4 (d, J = 249.3 Hz).
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6. Compounds with PEGylated kinetophores

Intermediate 8v :

2,6-difluoro-4-hydroxy-benzoic acid (8i)

HO_O
F F

OH

2,6-Difluoro-4-hydroxy-benzonitrile (1.5 g, 9.67 mmol) was dissolved in 7 mL distilled water and
a solution of NaOH (1.35g, 33.85 mmol) in 4 mL water was then added. Reaction mixture was
then heated at reflux for 4 days. Heating was then stopped, and reaction mixture was acidified
by adding concentrated HCI, and extracted with Et,0. Organic phase was then extracted and
washed with a saturated aqueous solution of NaHCOs. This aqueous solution was then acidified
by adding concentrated HCI, and then extracted by Et;0. Organic phase was dried over MgSOa,,
and evaporated, to give 1.58 g of the titled product as a white solid, leading to a 94% yield.

LC-MS: tg= 0.94 min (+ injection peak), MS [M-H] m/z = 172.9.
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 6.47-6.51 (m, 2H), 10.96 (brs, 1H), 13.20 (brs, 1H).

2,6-Difluoro-4-hydroxy-benzoic acid methyl ester (8ii)

OH

2,6-difluoro-4-hydroxy-benzoic acid (8i) (1.58 g, 9.08 mmol) was dissolved in 18 mL of methanol,
concentrated sulphuric acid (257 pL, 4.81 mmol) was then added and reaction mixture was
heated at reflux overnight. Reaction mixture was then evaporated, and residue was dissolved in
EtOAc, washed twice with water, brine, and dried over MgSO4 and evaporated to give 1.48 g of
the titled product as a white powder, leading to a 87 % yield.

LC-MS: tr= 2.63 min, MS [M-H]  m/z = 187.1.
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 3.80 (s, 3H), 6.52-6.56 (m, 2H), 11.12 (s, 1H).
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3,5-Difluoro-4-hydroxymethyl-phenol (8iii).

HO
F F

OH

In a 100 mL flask were added 2,6-Difluoro-4-hydroxy-benzoic acid methyl ester (8ii) (1.48 g, 7.87
mmol)), 26 mL anhydrous THF, and 1M solution of diisobutylaluminum hydride (DIBAI-H) (34
mL, 32.83 mmol) in cyclohexane at 0-5°C. Reaction mixture was then stirred at this temperature
for 1.5 h, and then poured into a 250 mL flask containing cold (0-5°C) 1M aqueous potassium
sodium L-tartrate solution (27 mlL, 26.75 mmol). Reaction mixture was stirred at room
temperature for 30 min. Aqueous phase was extracted by EtOAc, and combined organic phases
were then washed with brine, dried over MgSQ4, and evaporated. Aqueous phase was acidified
to pH 5, and extracted by EtOAc. Organic phase was dried over MgS04 and evaporated to
dryness to give 1.0 g of the titled product as a yellowish powder, leading to a 80% yield.

LC-MS: tr=2.22 min, MS [M-H]" m/z = 159.0.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 4.36 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 5.00 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 6.40-6.42
(m, 2H), 10.28 (s, 1H).

[2,6-difluoro-4-(methoxy-polyethyleneglycoxy)-phenyl]-methanol (average MW = 2160 g/mol)

(8iv)
HO
F F
OL~ok,

Poly(ethylene glycol) methyl ether tosylate (average MW = 2 000 g/mol) (1.7 mmol, 3694 mg)
was dissolved in acetonitrile (6.3 mL), 3,5-Difluoro-4-hydroxymethyl-phenol (8iii) (1.87 mmol,
300 mg) and K,COs (1.7 mmol, 236 mg) were added. The reaction mixture was stirred overnight
under reflux. The reaction mixture was then cooled down, and filtered. The filtrate was
concentrated under vacuum. Then residue was partially solubilize in a mixture of DCM/MeOH
(99/1), and Et,0 was then added, leading to the formation of a precipitate (mainly
corresponding to the tosylate), which was filtered. Filtrate was evaporated to dryness to give
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3.6 g of a white solid corresponding to the titled product, leading to a 89% yield. It was used
without further purification in the next step.

LC-MS: tr= 2.33 min, MS [M+2H30]** m/z = 1096.0 (n = 45).

2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-5-(2-methoxypolyethyleneglycoxy]benzene (average MW = 2178
g/mol) (8v)

Cl
F F

O ~of,

[2,6-difluoro-4-(methoxy-polyethyleneglycoxy)-phenyl]-methanol (8iv) (3.6 g, 1.67 mmol) and
NEts; (281 pL, 2.08 mmol) were dissolved in 4 mL dry DCM at 0°C. Mesylchloride (130 pL, 1.67
mmol) was then added dropwise, and the mixture was stirred at room temperature overnight.
Reaction mixture was evaporated to dryness. Conversion was considered to be total regarding
the NMR analysis. Yield was not calculated, and estimated to be 100%.

LC-MS: tg = 2.65 min, MS [M+2H30]2* m/z = 1105.2 (n = 45).

Compound 8:

Step 5: 2-[2-[2,6-Difluoro-4-(methoxy-polyethyleneglycoxy)-benzyl]-3-(4-fluoro-phenyl)-
isothioureido]-N-(3,4-dimethoxy-phenyl)-N-methyl-acetamide (8a) (average MW = 2467 g/mol —
n = 39-48)

.0 ')
Sty

F F

n=239-48 O[\/\O]/
n

In a 50 mL flask were added 2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-5-(2-methoxypolyethyleneglycoxy]
benzene (8v) (3.46 g, 1.59 mmol), K,CO3 (330 mg, 2.380 mmol), and 8 mL of acetonitrile. The
suspension was stirred at room temperature for 10 min, and N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-
(4-fluorophenyl)-C-sulfanyl-carbonimidoyl]amino]-N-methyl-acetamide (1d) (0,6 g, 1,59 mmol)
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was then added. The suspension was stirred at room temperature for 24 hours. The solvent was
then evaporated. Residue was then purified by flash chromatography using as eluent a mixture
of DCM/MeOH (90/10) to give 2.19 g of the titled compound as a yellow solid, leading to a 55%
yield.

LC-MS: tgr= 2.75 min, MS [M+H+H30]?* m/z = 1267.4 (n = 45).

Step 6: [2-[2,6-Difluoro-4-(2-methoxy-polyethyleneglycoxy)-benzylsulfanyl]-3-(4-fluoro-phenyl)-
3H-imidazol-4-yl]-(3,4-dimethoxy-phenyl)-methyl-amine (average MW = 2502 g/mol —n = 36 -
56) (8)

0 F
N
Al o,
F

© n= 36 - 56

F

2-[2-[2,6-Difluoro-4-(methoxy-polyethyleneglycoxy)-benzyl]-3-(4-fluoro-phenyl)-isothioureido]-
N-(3,4-dimethoxy-phenyl)-N-methyl-acetamide (8a) (2.1 g, 0.84 mmol) was dissolved in 2.9 mL
of EtOAc. Diisopropylethylamine (875 pL, 5.0 mmol), and T3P® (1.48 mL, 2.5 mmol) were then
added. The mixture was heated under microwave irradiation at 150°C for 10 min. The reaction
mixture was evaporated to dryness. Residue was then purified by flash chromatography using as
eluent a mixture of DCM/MeOH (90/10), and then by preparative HPLC to give 445 mg of the
titled product as a yellowish oil, leading to a 21% yield.

LC-MS: tr = 2.79 min, MS [M+H+H30]?* m/z = 1258.2 (n = 45).

1H NMR (300 MHz, CD2Cl): & (ppm) 2.93 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.45-3.69 (m, 180H), 3.72 (s, 3H),
3.73 (s, 3H), 3.76-3.87 (m, 5H), 4.03-4.09 (m, 3H), 4.05 (s, 2H), 6.10-6.15 (dd, J = 8.5, 2.6, 1H),
6.25 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.43 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 6.78 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 6.99 (s, 2H),
7.02 (s, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl2): & (ppm) 25.8, 40.1, 55.8, 56.4, 58.6, 68.3, 69.2, 70.5, 70.8, 71.9, 98.1-
98.6 (m), 100.1, 105.4, 105.8 (t, J = 20.0 Hz), 112.9, 115.7 (d, J = 22.8 Hz), 124.2, 129.3, 129.4,
138.0, 139.7, 142.8, 143.3, 149.8, 159.7 (t, J = 13.0 Hz), 161.1 (dd, J = 248.0, 11.6 Hz), 162.2 (d, J
= 248.0 Hz).
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12 1 Distribution of the mPEG length (compound 8)
i 9,6
. 10 9,1 9,1
£ 8,6
[ 8,0
5 8- 7,6
X 6,8 6,8
3
U
£ 6 - 5,3
£ 4,7
" 43
z 4,0
c 4 3,2
3z
£ 2,3 2,2
g 2 - - 18 12
:_3 1,1 1 0,8
g 0,2
ﬂ -

306 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
mPEG length

Intermediate 9i:

5-bromo-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (9i)

Cl
F F

Br

(4-Bromo-2,6-difluoro-phenyl)-methanol (2.5 g, 11.21 mmol) and NEt; (1.67 mL, 12.33 mmol)
were dissolved in 23 mL of dry DCM at 0°C. Mesylchloride (870 uL, 11.21 mmol) was then added
dropwise, and the mixture was stirred at room temperature overnight. Water was then added
to quench the reaction. The organic phase was then washed with water and brine, and dried
over MgS0s4, and then was evaporated to give 2.7 g of the titled product as a yellow oil, and was
used without further purification in the next step of the synthesis (Yield was considered to be
100%).

LC-MS: tr = 3.08 min.

IH NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 4.61 (s, 2H), 7.10-7.16 (m, 2H).
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Compound 9:

Step 5: 2-[[(Z)-C-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (9a)

Br

In a 50 mL flask were added N-(3,4-Dimethoxy-phenyl)-2-[3-(4-fluoro-phenyl)-isothioureido]-N-
methyl-acetamide (1d) (1 g, 2.54 mmol), K,CO3 (352 mg, 2.54 mmol), Nal (191 mg, 1.27 mmol),
and 13 mL of acetonitrile. The suspension was stirred at room temperature for 10 min, and 5-
bromo-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (9i) (614 mg, 2.54 mmol) was then added. The
suspension was stirred at room temperature overnight. 5-bromo-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-
benzene (9i) (120 mg) was added at the reaction mixture and it was stirred at room
temperature for 24h. The crude material was then evaporated, residue was dissolved in EtOAc,
washed with water and brine, organic phase was dried over Na;SO4 and evaporated. Purification
of the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of DCM/Acetone (98/2)
gave 1.05 g of the titled product as a yellowish oil, leading to a 62% yield.

LC-MS: tr = 3.50 min, MS [M+H]* m/z = 584.0.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 3.29 (s, 3H), 3.87 (m, 8H), 4.02 (s, 2H), 5.78 (s, 1H), 6.68-6.77
(m, 4H), 6.84-6.93 (m, 4H), 7.02-7.08 (d, J = 6.8 Hz, 2H).
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Step 6: 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-
fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (9b)

In a microwave tube were added 500 mg of 2-[[(Z)-C-[(4-bromo-2,6-difluoro-
phenyl)methylsulfanyl]-N-(4-fluorophenyl)carbonimidoyl]lamino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-
methyl-acetamide (9a) (500 mg, 0.86 mmol), 9 mL of EtOAc, T3P® (1.52 mL, 2.56 mmol) and
diisopropylethylamine (950 pL, 5.15 mmol). The reaction mixture was heated under microwave
irradiation at 150°C for 10 min. The crude material was diluted in EtOAc and was then washed
with a saturated aqueous solution of NaHCOs and with brine. Organic phase was dried over
Na;S04 and evaporated to dryness. The crude material was recrystallized in a mixture of
cyclohexane/ethanol and gave 174 mg of brown crystals, leading to a 36 % yield. Purification of
the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (99/1)
gave 25 mg of the titled product as a yellow oil, leading to a 5% yield.

LC-MS: tr = 3.42 min, MS [M+H]* m/z = 565.8.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.92 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.06 (s, 2H), 6.15 (dd, J
=8.7,2.7 Hz, 1H), 6.26 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.96-7.01 (m, 7H).

Step 7: 2-[(2,6-difluoro-4-phenyl-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-
fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (9)

QI)\S F
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The titled product was obtained after purification (70 mg, 70%), following procedure D, using 2-
[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-
methyl-imidazol-4-amine (9b) (50 mg, 0.18 mmol) and phenylboronic acid (13 mg, 0.21 mmol).

LC-MS: tr= 3.53 min, MS [M+H]* m/z = 562.2.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.91 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 4.17 (s, 2H), 6.15 (dd, J
= 8.9, 2.8 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.68 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.87-6.97 (m, 4H), 6.98-7.05
(m, 3H), 7.38-7.49 (m, 5H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 26.9, 40.1, 55.9, 56.4, 100.0, 105.7, 109.5-110.0 (m), 112.1 (t,
J=19.8 Hz), 112.3, 115.8 (d, J = 22.8 Hz), 124.4, 126.8, 128.6, 129.1, 129.2 (d, J = 9.0 Hz), 130.8
(d,J=2.9 Hz), 138.1, 138.4 (t, J = 2.4 Hz), 139.7, 142.8, 143.0 (t, J = 10.0 Hz), 143.1, 149.6, 161.3
(dd, J = 249.3, 8.8 Hz), 162.2 (d, J = 249.3 Hz).

Intermediate 10i:

2-[4-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]phenyl]-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolane (average
MW = 2175 g/mol —n =35 - 53) (10i)

0

B
° QOP\/OM

n=35-53

Poly(ethylene glycol) methyl ether tosylate (average MW = 2 000 g/mol) (160 mg, 0.07 mmol)
was dissolved in acetonitrile (250 pL), 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenol
(17.86 mg, 0.08 mmol) and K,COs3 (12.24 mg, 0.09 mmol) were added. The reaction mixture was
stirred overnight under reflux. The reaction mixture was then cooled down, and filtered. The
filtrate was concentrated under vacuum and purified by preparative HPLC to give 51 mg of the
titled product, leading to a 31% vyield.

LC-MS: tg = 2.95 min. MS [M+2H30]* m/z = 1126.1 (n = 45).
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Compound 10:

Step 5: 2-[[(Z2)-C-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (10a)

o)
RekE
0 ,TIJ\/NYN\@O\
S F
F F

Br

In a 100 mL flask were added N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-C-
sulfanyl-carbonimidoyl]amino]-N-methyl-acetamide (2d) (2.4 g, 5.89 mmol), K.CO3 (0.81 g, 5.89
mmol), Nal (0.44 g, 2.95 mmol), and 30 mL of acetonitrile. 5-bromo-2-(chloromethyl)-1,3-
difluoro-benzene (Intermediate 9i) (1.42 g, 5.89 mmol) was then added. The suspension was
stirred at room temperature overnight. 5-bromo-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene
(Intermediate 9i) (0.630 g, 2.60 mmol) was added at the reaction mixture and it was stirred at
room temperature for 4 hours. The crude material was then evaporated, residue was dissolved
in EtOAc, washed with water and brine, organic phase was dried over MgS04 and evaporated to
give 3.4 g of titled product as yellowish oil, leading to a 95% vyield.

LC-MS: tr = 3.35 min, MS [M+H]* m/z = 614.0.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 3.30 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 3.86 (s,3H), 3.91 (s, 3H), 4.06 (s,
2H), 5.80 (s, 1H), 6.31 (s, 1H), 6.44 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.75-6.81 (m, 1H), 6.86-6.94
(m, 2H), 7.03-7.13 (m, 2H).

Step 6: 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b)

_0

N
P@N[»\S g

/£‘> tQBr
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The titled product was obtained without purification as dark oil (3.1 g, 93%), following
procedure B, using 2-[[(Z)-C-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (10a)
(3.44 g, 5.62 mmol).

LC-MS: tr= 3.28 min, MS [M+H]* m/z = 596.0.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.91 (s, 3H), 3.55 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.16 (s,
2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.30 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.50 (dd, J = 7.5, 2.4 Hz, 1H), 6.55-6.60
(m, 1H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95-7.05 (m, 3H), 7.05 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) 25.7, 40.1, 56.1, 56.2, 56.7, 99.9, 105.6, 112.6, 112.7 (d, J =
2.6 Hz), 113.2 (t, J = 19.5 Hz), 115.1-115.5 (m), 115.3 (d, J = 9.8 Hz), 116.0 (d, J = 19.7 Hz), 119.6
(d,J=7.2 Hz), 121.2 (t, J = 12.2 Hz), 124.9, 130.9 (d, J = 3.8 Hz), 138.0, 139.3, 142.7, 143.4, 147.6
(d,J=11.6 Hz), 149.8, 152.0 (d, J = 249.2 Hz), 161.0 (dd, J = 253.7, 8.9 Hz).

Step 7: 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(10) (average MW = 2514 g/mol, n =32 - 56)

/QI)\SF

o‘(w

n=32-56

The titled product was obtained after purification by preparative HPLC as a yellow oil (28 mg,
46%), following procedure D, using 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (14 mg,
0.02 mmol) and 2-[4-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]phenyl]-4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolane (Intermediate 10i) (52.2 mg, 0.02 mmol).

LC-MS: tr= 3.06 min, MS [M+H+H30]%* m/z = 1289.3 (n = 44).

1H NMR (300 MHz, CDCl2): & (ppm) 2.91 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.49-3.70 (m, 170H),
3.72 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.82-3.87 (m, 4H), 4.16 (m, 4H), 6.12-6.16 (dd, J = 8.5, 2.7 Hz, 1H), 6.29
(d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.53-6.57 (dd, J = 7.6, 2.2 Hz, 1H), 6.57-6.62 (m, 1H), 6.70 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
6.93-7.02 (m, 4H), 7.05 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.48 (d, J = 8.5 Hz, 2H).
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13C NMR (75 MHz, CD2Cl): & (ppm) 29.7, 39.9, 55.9, 56.5, 58.6, 67.7, 69.9, 70.5, 70.8, 71.9,
100.0, 105.4, 109.0 (d, J = 24.6 Hz), 111.6 (t, J = 18.5 Hz), 113.1, 115.0, 115.7 (d, J = 19.5 Hz),
119.8, 124.8, 127.8, 130.7, 131.2, 138.1, 139.3, 142.5, 142.7, 143.6, 147.5, 147.7, 150.0, 151.9
(d, J = 249.6 Hz), 159.4, 161.4 (dd, J = 249.6, 11.0 Hz).

Distribution of the mPEG length (compound 10)
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Intermediate 11i:

[4-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethylcarbamoyl]phenyl]boronic acid (11i) (average MW =
1009 g/mol, n =15 - 21).

OH

HOBOﬁ(H{\/\o]/n

@)

n=15-21

In a 25 mL flask were added 4-boronobenzoic acid (30 mg, 0.18 mmol), 2-[2-
methoxypolyethyleneglycoxy]ethanamine (average MW = 750 g/mol) (141.01 mg, 0.18 mmol),
HOBt (24.5 mg, 0.18 mmol), DCC (37.3 mg, 0.18 mmol) and NEt3 (25 uL, 0.18 mmol) in 400 pL of
DCM. The reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The reaction mixture
was concentrated under reduced pressure, and the residue was diluted in EtOAc and washed
with water. The aqueous layer was extracted with DCM, dried over MgSQ,, filtered and
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concentrated under reduced pressure to give 110 mg of the titled product as colorless oil,
leading to a 66% vyield. It was used without further purification in the next step of the synthesis.

LC-MS : tr = 2.40 min, MS [M+H30]* m/z = 989.6 (n = 18).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 3.23 (s, 3H), 3.32 (s, 4H), 3.40-3.44 (m, 4H), 3.45-3.60 (m,
62H), 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.84 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 8.17 (s, 1H).

Compound 11:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(11) (average MW = 1394 g/mol, n = 12 - 24).

n=12-24

The titled product was obtained as an oily residue, after purification by preparative HPLC (40
mg, 43%), following Procedure D, using 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (40 mg, 67
umol) and [4-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethylcarbamoyl]phenyl]boronic acid (11i) (62.
4 mg, 67 umol).

LC-MS : tg = 3.02 min, MS [M+H]* m/z = 1353.8 (n = 16).

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): & (ppm) 2.91 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.50 (s, 3H), 3.48-3.51 (m, 2H),
3.53-3.70 (m, 72H), 3.72 (s, 3H), 3.74 (s, 3H), 4.17 (s, 2H), 6.13-6.17 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.29
(d, J=2.8 Hz, 1H), 6.57-6.60 (dd, J = 7.9, 2.4 Hz, 1H), 6.61-6.60 (m, 1H), 6.71 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
6.96 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.00 (s, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.13 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.61 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.4 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, CD2Cl): & (ppm) 26.2, 40.3, 56.2, 56.3, 56.9, 59.0, 70.1, 70.7, 70.8, 70.9, 72.3,
100.4, 105.8, 109.8-110.5 (m), 113.4 (d, J = 2.6 Hz), 113.5, 113.5 (t, J = 19.7 Hz), 116.1 (d, J = 19.8
Hz), 120.1 (d, J = 7.2 Hz), 125.1, 127.2, 128.3, 131.6 (d, J = 3.5 Hz), 135.2, 138.3, 139.8, 141.2 (t, J
= 1.7 Hz), 142.1 (t, J = 9.8 Hz), 143.2, 144.0, 148.0 (d, J = 11.5 Hz), 150.4, 152.4 (d, J = 247.9 Hz),
161.8 (dd, J = 248.9, 8.6 Hz), 166.8.
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Distribution of the mPEG length (compound 11)
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Intermediate 12i:

[4-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethylcarbamoyl]phenyl]boronic acid (12i) (average MW =
2164 g/mol, n =36 - 53).

OH
HO'B H
NL~ol
O
n=36-53

In a 25 mL flask were added 4-boronobenzoic acid (20 mg, 0.12 mmol), 2-[2-
methoxypolyethyleneglycoxy]ethanamine (average MW = 2 000 g/mol) (243 mg, 0.12 mmol),
HOBt (17 mg, 0.12 mmol), DCC (25 mg, 0.12 mmol) and NEt3 (16.26 pL, 0.12 mmol) in 400 uL of
DCM. The reaction mixture was stirred at room temperature overnight. HOBt (17 mg, 0.12
mmol), DCC (25 mg, 0.12 mmol) and NEts3 (16.26 uL, 0.12 mmol) were added again at the
reaction mixture and it was stirred at room temperature for 24h at 40°C. The reaction mixture
was filtered and concentrated under reduced pressure. Purification of the crude material by
preparative HPLC gave 166 mg of the titled product as a white powder, leading to a 64% yield.

LC-MS: tg = 2.55 min, MS [M+2H30]* m/z = 1098.5 (n = 45).

IH NMR (300 MHz, CD,Cl,): & (ppm) 3.36 (s, 3H), 3.47-3.75 (m, 176H), 6.27(s, 2H), 7.04 (s, 1H),
7.79 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.91 (d, J = 7.6 Hz, 2H).
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Compound 12:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(12) (average MW = 2608 g/mol, n =33 - 57).

e

o
o Nl/:\,»\s F

The titled product was obtained as an oily residue after a purification by preparative HPLC (93
mg, 47%), following Procedure D, using 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (45 mg, 76
umol) and [4-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethylcarbamoyl]phenyl]boronic acid (12i)
(average MW = 2164 g/mol, m = 36-53) (163.6 mg, 76 umol).

LC-MS: tg = 2.93 min, MS [M+H+H30]%* m/z = 1346.8 (n = 46).

1H NMR (300 MHz, CD2Cl): & (ppm) 3.33 (s, 3H), 3.49 (s, 3H), 3.51-3.66 (m, 180H), 3.71 (s, 3H),
3.74 (s, 3H), 4.16 (s, 2H), 6.12-6.16 (dd, J = 8.6, 2.7 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.55-6.64 (m,
2H), 6.69 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.94-7.00 (dd, J = 10.8, 8.4 Hz, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.10-7.14 (m, 1H),
7.13 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.59 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.89 (d, J = 8.6 Hz, 2H).

13C NMR (300 MHz, CD,Cly): & (ppm) 25.9, 39.9, 55.8, 55.9, 56.5, 58.6, 69.7, 70.3, 70.4, 70.5,
71.8,100.1, 105.5, 109.5-110.0 (m), 113.0 (d, J = 3.0 Hz), 113.1 (t, J = 19.6 Hz), 113.1, 115.7 (d, J
=19.2 Hz), 119.8 (d, J = 7.3 Hz), 124.7, 126.8, 127.9, 131.1 (d, J = 3.5 Hz), 134.8, 137.9, 139.4,
140.8 (t, J = 2.3 Hz), 141.8 (t, J = 9.9 Hz), 142.8, 143.5, 147.6 (d, J = 11.7 Hz), 150.0, 152.0 (d, J =
248.1 Hz), 161.4 (dd, J = 249.2, 8.8 Hz), 166.4.
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Distribution of the mPEG length (compound 12)
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Compound 13:

Step 7: 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a).

/O

/O/@N[&s F

The titled product was obtained as a white powder, after precipitation in EtOH and purification
by preparative HPLC (528 mg, 52%), following Procedure D, using 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-
phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-
imidazol-4-amine (10b) (950 mg, 1.6 mmol) and 4-boronobenzoic acid (265 mg, 1.6 mmol).

LC-MS: tr = 2.97 min, MS [M+H]* m/z = 636.1.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 2.92 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.59 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 4.13
(s, 2H), 6.06 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.61-6.67 (m, 1H), 6.75 (d, J = 8.8 Hz,
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1H), 6.78 (dd, J = 7.9, 2.5 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.17 (dd, J = 11.4, 8.4 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 9.2 Hz,
2H), 7.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 8.01 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 13.08 (s, 1H).

Step 8: 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(13) (average MW = 1081 g/mol, n =4 - 13).

n=4-13

In a 5 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a) (100 mg, 0.16
mmol), NEt3 (21.23 uL, 0.16 mmol), DCC (32.46 mg, 0.16 mmol), HOBt (21.26 mg, 0.16 mmol),
and 2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethanamine (average MW = 500 g/mol) (74.19 mg, 0.16
mmol) in 1 mL of DCM. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The
reaction mixture was evaporated and purified by preparative HPLC to give 106 mg of the titled
product as a white powder, leading to a 62% yield.

LC-MS: tg = 2.88 min, MS [M+ H]* m/z = 1089.5 (n = 10).

'H NMR (300 MHz, CD2Cl2): & (ppm) 2.94 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.56-3.64 (m, 24H),
3.65-3.68 (m, 8H), 3.75 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 4.20 (s, 2H), 6.18 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.32 (d, J =
2.8 Hz, 1H), 6.61 (dd, J = 7.7, 2.6 Hz, 1H), 6.63-6.69 (m, 1H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.00 (d, J =
10.9, 8.5 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.92 (d, J = 8.6 Hz,
2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl2): & (ppm) 25.4, 34.3, 40.3, 56.2, 56.3, 56.9, 70.2, 70.9, 72.2, 100.5,
105.8, 110.2 (m), 113.4 (t, J = 9.3 Hz), 113.5, 116.1 (d, J = 19.5 Hz), 120.1 (d, J = 7.0 Hz), 125.1,
127.1, 128.3, 131.5 (d, J = 4.2 Hz), 135.2, 138.3, 139.8, 141.2, 142.2, 143.2, 143.9, 148.1 (d, J =
12.5 Hz), 150.3, 152.4 (d, J = 248.1 Hz), 161.8 (dd, J = 248.1, 8.9 Hz), 166.8.
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Distribution of the mPEG length (compound 13)
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Compound 14:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(14) (average MW = 1452 g/mol, n =11 - 25).

In a 5 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a) (80 mg, 0.13 mmol),
2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethanamine (average MW = 750 g/mol) (98 mg, 0.13 mmol),
HOBt (17 mg, 0.13 mmol), DCC (19 mg, 0.13 mmol) and NEt3 (18 uL, 0.13 mmol). The reaction
mixture was stirred at room temperature for 48 hours. The reaction mixture was evaporated to
dryness. The crude material was purified by preparative HPLC to give 127 mg of the titled
product as colorless oil, leading to a 72% yield.

LC-MS: tg = 2.73 min, MS [M+H]* m/z = 1398.9 (n = 17).

'H NMR (300 MHz, CD2Cl2): 6 (ppm) 2.90 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.50-3.65 (m, 68H),
3.70 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.15 (s, 2H), 6.13 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.28 (s, 1H), 6.56-6.63 (m, 2H), 6.68
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(d,J = 8.7 Hz, 1H), 6.94 (d, J = 11.0 Hz, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.32 (s, 1H), 7.58
(d, J=8.2 Hz, 2H), 7.90 (d, J = 8.1 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD,Cl2): & (ppm) 26.2, 40.2, 56.1, 56.2, 56.8, 58.9, 70.1, 70.5, 70.6, 70.8, 72.2,
100.4, 105.8, 110.1 (d, J = 25.6 Hz), 113.3 (d, J = 2.9 Hz), 113.4, 113.4 (t, J = 20.0 Hz), 116.0 (d, J =
19.8 Hz), 120.1 (d, J = 7.2 Hz), 125.0, 127.0, 128.3, 131.5 (d, J = 3.6 Hz), 135.1, 138.2, 139.7,
141.0, 142.1 (t, J = 10.2 Hz), 143.1, 143.9, 147.9 (d, J = 11.4 Hz), 150.3, 152.3 (d, J = 248.1 Hz),
161.7 (dd, J = 249.0, 8.9 Hz), 166.7.

Distribution of the mPEG chain length (compound 14)
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Compound 15:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(15) (average MW = 2574 g/mol, n =31 - 57).

n=31-57

-235-



Partie expérimentale

In a 5 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a) (150 mg, 0.24
mmol), 2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]lethanamine (average MW = 2 000 g/mol) (486 mg,
0.24 mmol), HOBt (32 mg, 0.24 mmol), DCC (49 mg, 0.24 mmol) and NEts (33 uL, 0.24 mmol).
The reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was
evaporated to dryness. The crude material was purified by preparative HPLC to give 263 mg of
the titled product as a yellow powder, leading to a 42% vyield.

LC-MS: tg = 2.76 min, MS [M+H+H30]?* m/z = 1346.7 (n = 46).

1H NMR (300 MHz, CDCl,): & (ppm) 2.89 (s, 3H), 3.31 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.50-3.65 (m, 182H),
3.70 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.14 (s, 2H), 6.11-6.15 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 2.8 Hz, 1H),
6.54 (dd, J = 7.6, 2.4 Hz, 1H), 6.58-6.63 (m, 1H), 6.68 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.93-7.00 (dd, J = 10.9,
8.5 Hz, 1H), 6.98 (s, 1H), 7.10 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.14 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.88 (d, J =
8.6 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD2Cl2): & (ppm) 25.9, 39.9, 55.8, 55.9, 56.5, 58.6, 69.7, 70.3, 70.4, 70.5, 71.8,
100.1, 105.5, 109.5-110.0 (m), 113.0 (d, J = 3.0 Hz), 113.1 (t, J = 19.6 Hz), 113.1, 115.7 (d, J = 19.2
Hz), 119.8 (d, J = 7.3 Hz), 124.7, 126.8, 127.9, 131.1 (d, J = 3.5 Hz), 134.8, 137.9, 139.4, 140.8 (t, J
= 2.3 Hz), 141.8 (t, J = 9.9 Hz), 142.8, 143.5, 147.6 (d, J = 11.7 Hz), 150.0, 152.0 (d, J = 248.1 Hz),
161.4 (dd, J = 248.2, 8.8 Hz), 166.4.

Distribution of the mPEG chain length (compound 15)
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Compound 16:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[2-[2-methoxypolyethyleneglycoxy]ethyl]benzamide
(16) (average MW = 5831 g/mol, n =100 - 138).

-0

\OQNJ:;\S F
/
\o/¢ H\\/\O\ n

F
n=100 - 138

In a 5 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a) (80 mg, 0.13 mmol),
NEts (17 uL, 0.13 mmol), DCC (26 mg, 0.13 mmol), HOBt (17 mg, 0.13 mmol), and 2-[2-
methoxypolyethyleneglycoxy]ethanamine (average MW =5 000 g/mol) (614 mg, 0.13 mmol) in
1 mL of DCM. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The reaction
mixture was evaporated and purified by preparative HPLC to give 465 mg of the titled product
as a white powder, leading to a 67% yield.

LC-MS: tg = 2.65 min. MS [M+3H+H30]* m/z = 1377.5 (n = 110).

1H NMR (300 MHz, CD,Cl2): & (ppm) 2.93 (s, 3H), 3.35 (s, 3H), 3.50-3.80 (m, 480H), 3.68 (s, 3H),
3.72 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 4.22 (brs, 2H), 6.17 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 1H), 6.30 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.55
(brs, 1H), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.93 (brs, 1H), 7.00-7.27 (m, 4H), 7.60 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.93
(d, J = 8.3 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CD,Cl2): & (ppm) 25.5, 34.3, 40.4, 56.5, 56.7, 56.9, 70.1, 70.8, 72.2, 100.6,
105.7, 110.3 (m), 113.4 (t, J = 9.3 Hz), 113.6, 116.3 (d, J = 19.5 Hz), 120.5 (d, J = 7.0 Hz), 125.2,
127.1, 128.3, 131.4 (d, J = 4.2 Hz), 135.2, 138.2, 139.9, 141.3, 142.2, 143.1, 143.9, 148.4 (d, J =
12.5 Hz), 150.3, 152.6 (d, J = 248.1 Hz), 161.7 (dd, J = 248.1, 8.9 Hz), 166.6.
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Distribution of the mPEG chain length (compound 16)

49
46 46

42 4.3
4,m,0

s
|

3,7
35,4
3

29 294 28)
2,%.6 2.6

2,3
21
18 1,8

3,6 3,6

1,9

13 1'41,31 N
1,0 ’ '21:]1,0

%)
1

Relative intesity in the mixture (%)
w
|

| 09

0,5
0,2

0 -
100 102 104 106 108 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132 134 136 138
mPEG length

Intermediate 17ii:

[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethanol (17i)

OH
F F

O_~_Cl

1-bromo-3-chloro-propane (18.44 mL, 187.36 mmol), 3,5-difluoro-4-(hydroxymethyl)phenol
(17i) (6 g, 37.47 mmol) and K2COs (5.18 g, 37.47 mmol) were added in acetonitrile (125 mL) and
the reaction mixture was stirred at reflux for 10 hours. The solvent was removed under reduced
pressure. The crude material was dissolved in EtOAc and washed by water. The aqueous phase
was extracted by EtOAc and washed with brine, dried over MgSQ0s. The solvents were removed
under reduced pressure to give 8.23 g of the titled product as orange oil, leading to a 93% vyield.
It was used without further purification in the next step of the synthesis.

LC-MS: tg = 2.52 min.
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'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 (ppm) 2.23 (quint, J = 6.0 Hz, 2H), 3.72 (t, / = 6.3 Hz, 2H), 4.09 (t, J =
5.8 Hz, 2H), 4.70 (s, 2H), 6.41-6.51 (m, 2H).

2-(chloromethyl)-5-(3-chloropropoxy)-1,3-difluoro-benzene (17ii)

of
F F

O_~_Cl

4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethanol (17i) (6.9 g, 29.16 mmol) and NEts (4.9 mL,
36.32 mmol) were dissolved in 56 mL dry DCM at 0°C. Mesylchloride (2.26 mL, 29.16 mmol) was
then added dropwise, and the mixture was stirred at room temperature overnight. Water was
then added to quench the reaction. The organic phase was then washed with water and brine,
dried over MgSQs, and then evaporated to give 9.37 g of the titled product as yellow oil, leading
to a 99% yield. It will be used in the next step without further purification.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.21-2.30 (m, 2H), 3.72 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 4.09 (t, J = 5.8 Hz,
2H), 4.62 (s, 2H), 6.41-6.50 (m, 2H).

Compound 17:

Step 5: 2-[[(Z)-C-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (17a)

/O O
\OJQ\IT]J\/H\;N\@F

F F

In a 50 mL flask were added N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-(4-fluorophenyl)-C-sulfanyl-
carbonimidoyllamino]-N-methyl-acetamide (1d) (11 g, 29.14 mmol), K,C03 (4.43 g, 32.06 mmol),
Nal (0.87 g, 5.83 mmol) and 100 mL of acetonitrile. The suspension was stirred at room
temperature for 10 min, and 2-(chloromethyl)-5-(3-chloropropoxy)-1,3-difluoro-benzene (17ii)
(8.18 g, 32.06 mmol) was then added. The suspension was stirred at room temperature 6h. 2-
(chloromethyl)-5-(3-chloropropoxy)-1,3-difluoro-benzene (17ii) (0.74 g, 2.91 mmol) was added

-239-



Partie expérimentale

and the reaction mixture was stirred at room temperature for 16h. The medium was then
evaporated, residue was dissolved in EtOAc, washed with water and brine, organic phase was
dried over MgSOs and evaporated to dryness. Residue was then purified by flash
chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (50/50) to give 17 g of the
titled product as a yellowish solid, leading to a 98% yield.

LC-MS: tr = 3.25 min, MS [M+H]* m/z = 596.2.

IH NMR (300 MHZ, DMSO-d6): & (ppm) 2.13 (quint, J = 6.3 Hz, 2H), 3.16 (s, 3H), 3.69 (s, 3H), 3.74
(t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 4.10 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 4.11 (s, 2H), 6.58-6.66 (m, 2H), 6.72-6.79
(m, 2H), 6.84-6.91 (m, 2H), 6.94-7.02 (m, 2H).

Step 6: 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b)

0 F
N
(/)/Q5\1/4/;]»\8/\©\O/\/\CI
F

.

F

The titled product was obtained as a dark oil (12.44 g, 75% yield), following procedure B, using
2-[[(Z)-C-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(4-fluorophenyl)
carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (17a) (16.2 g, 27.18
mmol).

LC-MS: tr = 3.22 min, MS [M+H]* m/z = 578.1.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.21 (quint, J = 6.0 Hz, 2H), 2.91 (s, 3H), 3.71 (t, / = 6.2 Hz,
2H), 3.78 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.04 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 4.13 (s, 2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H),
6.28 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 9.4 Hz, 2H), 6.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95 (d, J = 1.6 Hz, 2H),
6.97 (s, 2H), 7.04 (s, 1H).

Step 7: 2-[[2,6-difluoro-4-[3-[(polyethyleneglycoxy)ethylamino]propoxy]phenyllmethylsulfanyl]-
N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17) (average MW =
1305 g/mol -n=12-22)
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/
(0]
O/@ [N J \(\/O\\n
/ 5\] N»\S/\D\O/\/\H
F
© n=12-22
F

In a microwave tube were added 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-
(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b) (37 mg, 64 umol),
methoxypolyethylene glycol amine (average MW = 750 g/mol) (50 mg, 64 umol), cesium
carbonate (21 mg, 64 pumol), Nal (5 mg, 32 umol) and DMF (640 uL). The reaction mixture was
heated under microwave irradiation at 150°C for 1h. The reaction mixture was evaporated to
dryness and purified by preparative HPLC to give 15 mg of the titled product as a yellowish oil,
corresponding to a 18 % yield.

LC-MS: tg = 2.90 min, MS [M+H]* m/z = 1277.7 (n = 16).

'H NMR (300 MHz, DMSO): 6 (ppm) 1.81 (quint, J = 6.6 Hz, 2H), 2.60-2.65 (m, 4H), 2.92 (s, 3H),
3.23 (s, 3H), 3.40-3.46 (m, 2H), 3.48-3.56 (m, 68H), 3.63 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.99 (s, 2H), 4.02 (t,
J=6.3 Hz, 2H), 6.06 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.21 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.66 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 6.75
(d, J=8.7 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H), 7.06-7.23 (m, 4H).

Distribution of the mPEG chain length (compound 17)
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Intermediate 18i :

(Polyethyleneglycoxy)-N,N-dimethyl-ethanamine (average MW = 855 g/mol — n =13 - 24) (18i)

|
Ni~oF
n=13-24

Methoxypolyethylene glycol amine (average MW = 750 g/mol) (100 mg, 0.13 mmol) was
dissolved in a mixture of DCM/Acetic acid (10/1 - 0.1M). Paraformaldehyde (7.7 mg, 0.26 mmol)
and (polystyrylmethyl)trimethylamonium cyanoborohydride (4 mmol/g) (102.34 mg, 0.26 mmol)
were added at the reaction mixture and it was stirred at room temperature for 24h. 4 mg of
paraformaldehyde and 64 mg of (polystyrylmethyl)trimethylammonium cyanoborohydride
(4mmol/g) were added at the reaction mixture and it was stirred at 30°C for 7h and then at
room temperature over the week end. The reaction mixture was stopped by adding 5 mL of
MeOH. The reaction mixture was filtered to remove the resin. The solvent were removed. The
residue was dissolved in DCM, dried over MgSQa, evaporated to dryness to give 66 mg of the
titled product as colorless oil, leading to a 64% yield. It was used without further purification in
the next step of the synthesis.

LC-MS: tg = 2.32 min, MS [M+H]* m/z = 808.1 (n = 17).

Compound 18:

3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-
difluoro-phenoxy]propyl-[(polyethyleneglycoxy)ethyl]-dimethyl-ammonium;formate (average
MW = 1328 g/mol —n =12 - 23) (18)

e

0@ N
] 5\1/[,\]%3 F

© ) O/\/\;\‘\\

F

HCOO

o

In a microwave tube were added 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-
(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine  (17b) (48 mg, 0.08
mmol), (polyethyleneglycoxy)-N,N-dimethyl-ethanamine (average MW = 855 g/mol — m = 13-24)
(18i) (67.1 mg, 0.08 mmol), cesium carbonate (27.05 mg, 0.08 mmol), Nal (6.22 mg, 0.04 mmol)
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and DMF (640 pL). The reaction mixture was heated under microwave irradiation at 150°C for
1h. The reaction mixture was heated again under microwave irradiation at 150°C for 1h. The
reaction mixture was evaporated to dryness under reduced pressure. The crude material was
purified by preparative HPLC to give 18 mg of the titled product as colorless oil, leading to a 16%
yield.

LC-MS: tg = 2.88 min, MS [M+H]* m/z = 1305.7 (n = 16).

IH NMR (300 MHz, CDCl,): & (ppm) 1.89 (q, J = 13.2, 6.6 Hz, 2H), 2.24 (s, 6H), 2.51 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 2.56 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.94 (s, 3H), 3.33 (s, 3H), 3.33 (m, 2H), 3.48-3.52 (m, 4H), 3.55-3.65
(m, 68H), 3.72 (s, 3H), 3.95 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 4.05 (s, 2H), 6.12 (dd, J = 8.7, 2.7, 1H), 6.25 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 6.25 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.98-7.06 (m, 4H).

Distribution of mPEG chain length (compound 18)
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Intermediate 19i:

[Polyethyleneglycoxylacetyl chloride (average MW = 5018 g/mol) (19i)

0
c’"Ok~ok .

Methoxypolyethylene glycol propionic acid (average MW =5 000 g/mol) (400 mg, 0.08 mmol)
was dissolved in dry DCM (200 pL). Thionyl chloride (58.79 uL, 0.81 mmol) was added and the
reaction mixture was stirred at room temperature during 1h. The reaction mixture was
evaporated to dryness to give 402 mg of the titled compound as yellow oil. The crude material
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was used without further purification in the next step of the synthesis (Yield was consider to be
100%).

Compound 19:

Step 7: 2-[[4-(4-aminophenyl)-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (19a)

_0
@@5\]/@'\\‘)\8 .
\o/g? NH2

The titled product was obtained after purification by flash chromatography as a yellow oil (51
mg, 50%), following procedure D, using 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (30 mg,
0.05 mmol) and 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)aniline (11.06 mg, 0.05 mmol).

LC-MS: tg = 3.08 min, MS [M+H]* m/z = 607.3.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.89 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.85 (s,
2H), 4.20 (s, 2H), 6.13-6.19 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.33 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.52 (dd, J = 7.5, 2.4
Hz, 1H), 6.56-6.62 (m, 1H), 6.72 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.6 Hz, 1H),
6.96 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H).

Step 8: N-[4-[3,5-difluoro-4-[[1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-5-(3-hydroxy-4-methoxy-N-methyl-
anilino)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]phenyl]phenyl]-2-[polyethyleneglycoxy]acetamide (19)
(average MW = 5782 g/mol, n =99 - 133).

-0
\O/Ql/\l/[,\:;\s F
0 o'
o) T

n=99-133
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In a 10 mL flask were added 2-[[4-(4-aminophenyl)-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (19a) (51.96 pL,
0.09 mmol), [polyethyleneglycoxylacetyl chloride (19i) (389.54 mg, 0.08 mmol),
diisopropylethylamine (18.26 puL, 0.1 mmol) in 1 mL of DCM. The reaction mixture was stirred at
room temperature overnight. The reaction mixture was evaporated to dryness. The crude
material was dissolved in acetone and Et,O was added to precipitate the compound. The
precipitate was purified by preparative HPLC to give 138 mg of the titled product as a yellowish
oil, leading to a 29% vyield.

LC-MS: tg = 2.70 min, MS [M+4H30+H]>* m/z = 1155.4 (n = 114).

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 (ppm) 3.35 (s, 3H), 3.36-3.40 (m, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.52-3.55 (m,
4H), 3.55-3.66 (m, 580H), 3.66-3.70 (m, 6H), 3.73 (s, 3H), 3.72-3.78 (m, 6H), 3.76 (s, 3H), 3.77-
3.82 (m, 3H), 3.83-3.87 (m, 3H), 4.12 (s, 2H), 4.18 (s, 2H), 6.16 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.31 (d, J
= 2.7 Hz, 1H), 6.59 (dd, J = 7.6, 2.5 Hz, 1H), 6.60-6.66 (m, 1H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 7.00 (dd, J
=11.0, 2.5 Hz, 1H), 7.02 (s, 1H), 7.10 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.54 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.75 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 8.96 (s, 1H).

13C NMR (75 MHz, CD,Cly): 6 25.9, 39.9, 51.9, 55.8, 55.9, 56.5, 58.6, 58.9, 61.2, 62.1, 63.4, 65.8,
70.5 (m), 71.3,71.9, 72.8, 75.1, 77.5, 82.2, 89.0, 100.0, 105.4, 109.0-109.6 (m), 112.1 (d, J = 19.8
Hz), 113.1, 115.7 (d, J = 19.6 Hz), 119.8 (d, J = 7.2 Hz), 120.3, 124.7, 127.2, 131.2, 133.7, 138.0,
138.4,139.3, 142.2,142.7, 143.6, 147.6 (d, J = 11.6 Hz), 150.0, 151.9 (d, J = 248.0 Hz), 161.4 (dd,
J=248.0, 8.8 Hz), 168.4.

Distribution of mPEG chain length (compound 19)
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7. Compounds with anionic kinetophores

Intermediate 20ii:

[4-(2-chloroethoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methanol (20i)

HO
F F

O\/\CI

3,5-difluoro-4-(hydroxymethyl)phenol (8iii) (300 mg, 1.87 mmol), 1-bromo-2-chloro-ethane
(1.87 mL, 22.48 mmol) and K,COs (258.94 mg, 1.87 mmol) were added in 6 mL of acetonitrile.
The reaction mixture was stirred for 72h at 80°C. The solvent was removed under reduced
pressure. The crude material was diluted in EtOAc, washed with brine and dried over MgS04
and evaporated to dryness. The crude material was diluted in 6 mL of acetonitrile and 1-bromo-
2-chloro-ethane (1.87 mL, 22.48 mmol) was added and the reaction mixture was stirred at 80°C
for 18h. The solvent was removed under reduced pressure. The crude material was diluted in
EtOAc, washed with brine and dried over MgSO4 and evaporated to dryness. Purification of the
crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (70/30)
gave 200 mg of the titled product as a colorless oil, leading to a 48% vyield.

LC-MS: tr = 2.30 min.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 3.80 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 4.19 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 4.71 (s, 2H),
6.47-6.50 (m, 2H).

5-(2-chloroethoxy)-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (20ii)
Cl

F F

O\/\CI

[4-(2-chloroethoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methanol (20i) (0.2 g, 0.9 mmol) were dissolved in 1.8
mL of dry DCM at 0°C. Then mesylchloride (0.08 mL, 1.08 mmol) was added dropwise, and the
mixture was stirred at room temperature for 24h. Then mesylchloride (0.08 mL, 1.08 mmol) was
added again to the reaction mixture. Water was added to quench the reaction. Organic phase
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was washed with water and brine, dried over MgSO4 and evaporated to dryness to give 200 mg
of the titled product as a colorless oil, leading to a 92% yield.

LC-MS: tg = 3.02 min.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 3.81 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 4.20 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 4.62 (s, 2H),
6.46-6.53 (m, 2H).

Compound 20:

Step 5: 2-[[(Z)-C-[[4-(2-chloroethoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]lamino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (20a)

0 0
o

F F

crr™~9

In @ 50 mL flask were added 5-(2-chloroethoxy)-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (20ii)
(0.2 g, 0.83 mmol), N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-(4-fluorophenyl)-C-sulfanyl-
carbonimidoyl]amino]-N-methyl-acetamide (1d) (250 mg, 0.66 mmol), K,C03 (100.7 mg, 0.73
mmol) and Nal (19.86 mg, 0.13 mmol) and 3.3 mL of acetonitrile. The reaction mixture was
stirred at room temperature for 16h. The solvent was then removed and the residue was
dissolved in EtOAc, washed with water and brine, dried over MgSQ4 and evaporated to dryness.
Residue was then purified by flash chromatography using as eluent a mixture of
cyclohexane/EtOAc (60/40) to give 182 mg of the titled product as a yellowish solid, leading to a
47% yield.

LC-MS: tr = 3.08 min, MS [M+H]* m/z = 582.1.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 3.27 (s, 3H), 3.75 (t, J = 5.70 Hz, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.85-3.88
(m, 5H), 4.06 (s, 2H), 4.12 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 6.37-6.45 (m, 2H), 6.69-6.76 (m, 4H), 6.83-6.90 (m,
3H).
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Step 6: 2-[[4-(2-chloroethoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (20b)
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In a microwave tube, 2-[[(Z)-C-[[4-(2-chloroethoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (20a) (182
mg, 0.31 mmol) was dissolved in 1.6 mL of EtOAc (0.2M). Diisopropylethylamine (0.33 mL, 1.88
mmol) and T3P® (0.55 mL, 0.94 mmol) were then added. The mixture was heated under
microwave irradiation at 150°C for 10 min. The reaction mixture was diluted in EtOAc, washed
with water and brine, dried over MgS0O. and evaporated to dryness to give 182 mg of the titled
product as a dark oil, leading to a 100% yield. It was used without further purification in the next

step of the synthesis.
LC-MS: tr = 3.08 min, MS [M+H]* m/z = 564.1.

IH NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.91 (s, 3H), 3.78 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.81 (s, 3H),
4.09 (s, 2H), 4.14 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.6 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.35-
6.40 (m, 2H), 6.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95-6.97 (m, 4H), 7.02 (s, 1H).

Step 7: ammonium;2-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]ethanesulfonate (20)

In  amicrowave tube, 2-[[4-(2-chloroethoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (0.18 g, 0.32 mmol) was
dissolved in 1.1 mL of dioxane. Sodium sulfite (0.12 g, 0.97 mmol) and Nal (0.01 g, 0.06 mmol)
were then added. Finally, 1.1 mL of water was added to the mixture and the reaction mixture
was heated under microwave irradiation at 130°C for 2h30. 2 more equiv. of sodium sulfite
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were added at the reaction mixture. The reaction mixture was then heated under microwave
irradiation at 130°C for 1h30 and two more times (during 1h for each heating). Purification of
the crude material by preparative HPLC gave 41 mg of the titled product as a brown oil, leading
to a 21 % yield.

LC-MS: tgr = 2.27 min, MS [M+H]* m/z = 610.0.

'H NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) 2.97 (s, 3H), 3.25 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.72 (s, 3H), 3.74 (s, 3H),
3.91 (s, 2H), 4.34 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 6.14 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.28 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.51-
6.59 (m, 2H), 6.77 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.91-6.96 (m, 2H), 7.00 (s, 1H), 7.00-7.06 (m, 2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): & (ppm) 27.9, 41.0, 51.4, 56.5, 57.2, 65.7, 99.4-99,8 (m), 102.3, 107.2
(t, J = 20.1 Hz), 108.2, 114.6, 116.6 (d, J = 23.3 Hz), 124.1, 131.0 (d, J = 9.0 Hz), 132.2 (d, J = 2.9
Hz), 138.7, 142.2, 144.5, 144.5, 151.1, 161.1 (t, J = 14.1 Hz), 162.2, 162.9 (dd, J = 246.8, 11.0 Hz),
165.5.

Compound 21:

Step 7: ammonium;3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]propane-1-sulfonate (21)
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In 8 microwave tubes, 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b) (12.44 g, 21.52 mmol)
was dissolved in 145 mL of a mixture of Dioxane and water (1/1, V/V, 0.15M). Sodium sulfite
(8.14 g, 64.56 mmol) and Nal (0.65 g, 4.3 mmol) were then added. The reaction mixture was
heated under microwave irradiation at 130°C for 2h30. The reaction mixture was filtered and
evaporated to dryness. The crude material was dissolved in a mixture of DCM/cyclohexane in
order to precipitate salts, and it was evaporated to dryness. Purification of the crude material by
preparative HPLC to give 7.16 g of the titled product as a yellowish solid, leading to a 52% yield.

LC-MS: tg = 2.28 min, MS [M+H]* m/z = 624.1.
'H NMR (300 MHz, MeOD): 6 (ppm) 2.23 (quint, J = 7.0 Hz, 2H), 2.96 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.97 (s,
3H), 3.73 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.92 (s, 2H), 4.09 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.9 Hz, 1H),
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6.29 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 6.77 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.88-6.96 (m, 1H), 6.97-
7.05 (m, 3H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): & (ppm) 26.0, 27.9, 41.0, 49.1, 56.6, 57.2, 68.6, 99.2-99.8 (m), 102.7,
106.8 (t, J = 20.4 Hz), 108.5, 114.6, 116.6 (d, J = 23.4 Hz), 123.7, 131.0 (d, J = 9.0 Hz), 132.1 (d, J =
3.2 Hz), 138.7, 142.5, 144.5, 144.7, 151.1, 161.5 (t, J = 14.2 Hz), 162.9 (dd, J = 246.4, 11.0), 163.9
(d, J = 247.8 Hz).

Intermediate 22ii:

[4-(4-chlorobutoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methanol (22i)

HO
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3,5-difluoro-4-(hydroxymethyl)phenol (8iii) (500 mg, 3.12 mmol), 1-bromo-4-chloro-butane (1.8
mL, 15.61 mmol) and K2CO3 (431.57 mg, 3.12 mmol) were added in 10 mL of acetonitrile. The
reaction mixture was stirred at 80°C for 18h. The solvent was removed. The crude material was
diluted in EtOAc, washed with water, brine, dried over MgSO. and evaporated to dryness.
Purification of the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of
cyclohexane/EtOAc (70/30) to give 548 mg of the titled product as a white powder, leading to a
70% yield.

LC-MS: tg = 2.67 min.

IH NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 1.92-1.96 (m, 4H), 3.61 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.96 (t, J = 5.7 Hz,
2H), 4.70 (s, 2H), 6.40-6.48 (m, 2H).

5-(4-chlorobutoxy)-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene (22ii)

Cl
F F

o\/\/\C|
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[4-(4-chlorobutoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethanol (22i) (548 mg, 2.19 mmol) and NEts (0.4 mL,
2.84 mmol) were dissolved in 4.4 mL dry DCM at 0°C. Then mesylchloride (0.2 mL, 2.62 mmol)
was added dropwise, and the mixture was stirred at room temperature for 24h. Mesylchloride
(0.2 mL, 2.62 mmol) was added again to the reaction mixture and it was stirred at room
temperature for 24h. Water was added to quench the reaction and organic phase was washed
with water and brine, dried over MgSO4 and evaporated to dryness to give 528 mg of the titled
product as an orange oil, leading to a 90% vyield.

LC-MS: tg = 3.28 min.

IH NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 1.94-1.98 (m, 4H), 3.61 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.97 (t, J = 5.7 Hz,
2H), 4.62 (s, 2H), 6.42-6.49 (m, 2H).

Compound 22:

Step 5: 2-[[(Z)-C-[[4-(4-chlorobutoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyllamino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (22a)
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In a 50 mL flask were added N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-(4-fluorophenyl)-C-sulfanyl-
carbonimidoyllamino]-N-methyl-acetamide (1d) (257 mg, 0.68 mmol), K2CO3 (103.52 mg, 0.75
mmol), Nal (20.41 mg, 0.14 mmol), 5-(4-chlorobutoxy)-2-(chloromethyl)-1,3-difluoro-benzene
(22ii) (205.6 mg, 0.76 mmol) and 7.5 mL of acetonitrile. The reaction mixture was stirred at
room temperature for 24h. The solvent was then evaporated and the residue was dissolved in
EtOAc, washed with water and brine, dried over MgSO4 and evaporated to dryness. Purification
of the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc
(70/30) gave 415 mg of the titled product as a yellowish oil, leading to a 64% yield.

LC-MS: tg = 3.35 min, MS: [M+H]* m/z = 610.1.

1H NMR (CDCl3): & (ppm) 1.90-1.94 (m, 4H), 3.29 (s, 3H), 3.59 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.85-3.93 (m,
10H), 4.07 (s, 2H), 6.35-6.43 (m, 2H), 6.70-6.92 (m, 7H).
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Step 6: 2-[[4-(4-chlorobutoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (22b)
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The titled product was obtained as a dark oil without further purification (273 mg), following
procedure B, wusing 2-[[(Z)-C-[[4-(4-chlorobutoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(4-
fluorophenyl)carbonimidoyl]amino]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-N-methyl-acetamide (22a) (265
mg, 0.43 mmol).

LC-MS: tg = 3.30 min, MS [M+H]* m/z = 592.0.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.91-1.94 (m, 4H), 2.91 (s, 3H), 3.60 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.78
(s, 3H), 3.81 (s, 3H), 3.91 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 4.08 (s, 2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.28 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 6.30-6.38 (m, 2H), 6.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92-7.02 (m, 5H).

Step 7: ammonium;4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]butane-1-sulfonate (22)

In amicrowave tube, 2-[[4-(4-chlorobutoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (22b) (0.26 g, 0.43 mmol) was
dissolved in 1.45 mL of dioxane. Sodium sulfite (0.16 g, 1.3 mmol) and Nal (0.01 g, 0.09 mmol)
were then added. Finally, 1.45 mL of water was added to the mixture and the reaction mixture
was heated under microwave irradiation at 130°C for 2h30. The reaction mixture was filtered
and evaporated to dryness. Purification of the crude material by preparative HPLC gave 89 mg
of the titled product as a yellowish solid, leading to a 31 % yield.
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LC-MS: tgr = 2.32 min, MS [M+H]* m/z = 638.4.

IH NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) 1.90-1.94 (m, 4H), 2.87 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.97 (s, 3H), 3.73
(s, 3H), 3.74 (s, 3H), 3.91 (s, 2H), 3.98 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 6.15 (dd, J = 8.8, 2.7 Hz, 1H), 6.29 (d, J =
2.7 Hz, 1H), 6.46-6.53 (m, 2H), 6.77 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.90-7.04 (m, 5H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): & (ppm) 22.8, 28.0, 29.1, 41.0, 52.2, 56.6, 57.2, 69.6, 99.3-99.6 (m),
102.7, 106.7 (t, J = 20.4 Hz), 108.5, 114.6, 116.6 (d, J = 23.3 Hz), 123.6, 131.0 (d, J = 9.0 Hz),
132.1(d, J = 3.1 Hz), 138.7, 142.2, 144.5, 144.7, 151.1, 161.7 (t, J = 14.4 Hz), 162.9 (dd, J = 246.5,
11.2 Hz), 163.9 (d, J = 247.5 Haz).

Intermediate 23iii:

[4-(3-Bromopropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethanol (23i)

HO
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1,3-dibromopropane (950.87 pL, 9.37 mmol), 3,5-difluoro-4-(hydroxymethyl)phenol (8iii) (300
mg, 1.87 mmol) and K2CO3 (258.95 mg, 1.87 mmol) were added in acetonitrile (6 mL) and the
reaction mixture was stirred at reflux for 3 hours. The solvent was removed under reduced
pressure. The crude material was dissolved in EtOAc and washed with water. The aqueous
phase was extracted with EtOAc and washed with brine, dried over MgSQOa4. The solvent was
removed under reduced pressure, and the crude material was purified by flash chromatography
using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (80/20) to give 400 mg of the titled product as a
colorless oil, leading to a 76% yield.

LC-MS: tg = 2.73 min, MS [M+H]* m/z = 264.8.

tert-Butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[3,5-difluoro-4-(hydroxymethyl)-phenoxy]propyl]-
carbamate (23ii)

HO
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[4-(3-bromopropoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methanol (23i) (320 mg, 1.14 mmol) was dissolved in
11 mL of dry DMF. tert-butyl N-tert-butoxycarbonylcarbamate (247.33 mg, 1.14 mmol) and
cesium carbonate (370.91 mg, 1.14 mmol) were added and the reaction mixture was stirred at
70°C for 30 min. The solvent was removed. The crude material was dissolved in EtOAc, washed
with water, dried over MgS04. The solvent was removed. The crude material was purified by
flash chromatography using as eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (90/10) to give 500 mg of
the titled product as a colorless oil, leading to a 95 % yield.

LC-MS: tg = 3.28 min, MS [M+H]* m/z = 344.0.

IH NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 1.41 (s, 18H), 1.87-1.96 (q, J = 12.6, 6.1 Hz, 2H), 3.64 (t, J
= 6.9 Hz, 2H), 3.99 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 4.39 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 5.08 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 6.59-6.68 (m,
2H).

tert-Butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[4-(chloromethyl)-3,5-difluoro-phenoxy]propyl]carbamate
(23iii)

Cl
T
o._0O
O ?\l/ o)
~ N
AR

Tert-butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[3,5-difluoro-4-(hydroxymethyl)phenoxy]propyl]-
carbamate (23ii) (520 mg, 1.25 mmol) and NEt3 (420.17 uL, 3.11 mmol) were dissolved in dry
DCM at 0°C. Mesylchloride (144.91 uL, 1.87 mmol) was then added dropwise, and the mixture
was stirred at room temperature overnight. Water was then added to quench the reaction. The
organic phase was then washed with water and brine, and dried over MgSO4, and then

evaporated to give 475 mg of the titled compound as colorless oil, leading to a 87% yield. It will
be used without further purification in the next step of the synthesis.

LC-MS: tr = 4.07 min, MS [M+H]* m/z = 453.0.
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Compound 23:

Step 5: tert-Butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[4-[[(Z)-N-[2-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-
oxo-ethyl]-N'-(4-fluorophenyl)carbamimidoyl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-
phenoxy]propyl]carbamate (23a)
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The titled product was obtained as a yellowish oil after purification by flash chromatography
(300 mg, 35% vyield), following Procedure B, using N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[(Z)-N-(4-
fluorophenyl)-C-sulfanyl-carbonimidoyl]amino]-N-methyl-acetamide (1d) (411.3 mg, 1.09 mmol)

and tert-butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[4-(chloromethyl)-3,5-difluoro-
phenoxy]propyllcarbamate (23iii) (475 mg, 1.09 mmol).

LC-MS: tr = 3.76 min, MS [M+H]* m/z = 777.2.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 1.37 (s, 18H), 1.89 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.16 (s, 3H), 3.61 (t,
J=7.0 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.71-3.74 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.98 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 4.10 (s, 2H),
6.58-6.63 (m, 2H), 6.66 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 6.88 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.90-7.01 (m, 4H).

Step 6: tert-Butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-
fluorophenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]propyl]carbamate (23b)
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The titled product was obtained as an orange oil after purification by flash chromatography (183
mg, 62%), following Procedure C, using tert-butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[4-[[(Z)-N-[2-(3,4-
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dimethoxy-N-methyl-anilino)-2-oxo-ethyl]-N'-(4-fluorophenyl)carbamimidoyl]sulfanylmethyl]-
3,5-difluoro-phenoxy]propyl]carbamate (23a) (300 mg, 0,39 mmol).

LC-MS: tg = 3.78 min, MS [M+H]* m/z = 759.1.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 1.40 (s, 18H), 1.91 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 2.92 (s, 3H), 3.63 (s,
3H), 3.64 (s, 3H), 3.63 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 3.98 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 3.98 (s, 2H), 6.03-6.07 (dd, J =
8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95 (s,
1H), 7.10-7.23 (m, 4H).

Step 7: 2-[[4-(3-aminopropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-
(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (23c)
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Tert-butyl N-tert-butoxycarbonyl-N-[3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-
fluorophenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]propyllcarbamate (23b) (180
mg, 0.24 mmol) was diluted in 4 mL of dry DCM and 400 uL of TFA were added. The reaction
mixture was stirred at 0°C during 30 min and at room temperature during 5h. The crude
material was diluted in DCM, washed with a saturated aqueous solution of NaHCQs3, dried over
MgSQas. The solvent was removed to give 130 mg of the titled product as yellow oil, leading as a
98% yield. It was used without further purification in the next step of the synthesis.

LC-MS: tg = 2.78 min, MS [M+H]* m/z = 559.0.

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 1.74-1.79 (m, 2H), 2.68 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.92 (s, 3H),
3.32 (s, 2H), 3.63 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.98 (s, 2H), 4.03 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 6.03-6.07 (dd, J = 8.8,
2.8 Hz, 1H), 6.20 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.67 (d, J = 9.8 Hz, 2H), 6.73 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.96 (s, 1H),
7.09-7.23 (m, 4H).
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Step 8: 2-[3-[4-[[5-(3,4-Dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]propyl-(2-sulfonatoethyl)amino]ethanesulfonate;
diammonium (23)
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In a microwave tube were added 2-[[4-(3-aminopropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-
(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (23c) (92 mg, 0.16 mmol),
2-chloroethylsulfonyloxysodium (219.44 mg, 1.32 mmol), Nal (24.69 mg, 0.16 mmol) and
diisopropylethylamine (114.75 uL, 0.66 mmol) in 900 uL of DMF. The reaction mixture was
heated under microwave irradiation at 100°C for 2h. The reaction mixture was evaporated to
dryness. Purification of the crude material by preparative HPLC gave 22 mg of the title
compound as a colorless oil, leading to a 16% yield.

LC-MS: tg = 2.65 min, MS [M+2H]2* m/z = 775.2.

1H NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) 2.26-2.32 (m, 2H), 2.98 (s, 3H), 3.26 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.48
(t,J = 7.2 Hz, 2H), 3.65 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 3.74 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.91 (s, 2H), 4.11 (t, J = 5.6 Hz,
1H), 6.14-6.18 (dd, J = 8.6, 2.8 Hz, 1H), 6.29 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.58 (d, J = 9.5 Hz, 2H), 6.78 (d, J =
8.6 Hz, 1H), 6.92-7.07 (m, 5H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): & (ppm) 23.7, 26.5, 39.6, 44.8, 50.3, 51.4, 55.2, 56.0, 65.7, 98.0-98.6
(m), 101.0, 106.0 (t, J = 20.1 Hz), 106.8, 113.3, 115.3 (d, J = 23.4 Hz), 122.8, 129.6, 129.7, 130.8,
137.4, 140.7, 143.1, 143.2, 149.8, 159.6 (t, J = 14.0 Hz), 161.5 (dd, J = 246.7, 10.9 Hz), 162.5 (d, J
= 247.9 Hz).

Intermediate 24i:

Diethyl 3-aminopentanedioate (24i)

O NH,0
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In little flask was added, 3-aminopentanedioic acid (75 mg, 0.510 mmol) in EtOH (1.5 mL)
solution, and add dropwise a thionyl chloride (0.148 mL, 2.039 mmol). The reaction mixture was
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stirred at room temperature overnight and concentrated under reduced pressure. The residue
was diluted in DCM and washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3, brine, dried over
MgSQO4, and concentrated under reduced pressure to give 100 mg of the titled product as a
colorless oil, leading to a 97 % yield.

IH NMR (300 MHz, CDCl): 6 (ppm) 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 6H), 1.80 (s, 2H), 2.30-2.49 (m, 4H), 3.57-
3.59 (m, 1H), 4.11 (quint, J = 7.1 Hz, 4H).

Compound 24:

Step 7: 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yllsulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzaldehyde (24a’)
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In a microwave tubes were added 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (250 mg,
0.421 mmol), (4-formylphenyl)boronic acid (63.03 mg, 0.421 mmol), 1M Cs,COs (841 pL, 0.841
mmol)), and PdCl.dppf (34.32mg, 0.042 mmol). 4.21 mL of DMF were flushed with argon, added
to the reaction mixture, which was also flushed with argon. The reaction mixture was heated
under microwave irradiation at 100°C for 20 min, and 10 min, and in the same microwave tubes
were added PdCl.dppf (34.32mg, 0.042 mmol) and heated under microwave irradiation at 100°C
for 10 min. The reaction mixture was filtrated and evaporated to dryness. The crude material
was diluted in DCM and filtrated (salts). Purification of the crude material by flash
chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (95/5) gave 200 mg of the titled
product not clean as a yellow oil, leading to a 77% yield. It was used without further purification
in the next step of the synthesis.

LC-MS: tr = 3.27 min, MS [M+H]* m/z = 620.1.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.96 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.81 (s, 3H), 4.21 (s,
2H), 6.18 (dd, J = 8.6, 2.6 Hz, 1H), 6.32 (d, J = 2.6 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 7.3, 2.4 Hz, 1H), 6.59-6.64
(m, 1H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 10.6, 8.5 Hz, 1H), 7.06-7.15 (m, 3H), 7.67 (d, J = 8.2
Hz, 2H), 7.97 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 10.07 (s, 1H).
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Step 8: diethyl 3-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenyllmethylamino]pentanedioate
(24b)

In a 10 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyllbenzaldehyde (24a’) (183 mg, 0,3
mmol) in solution of DCE (3 mL), diethyl 3-aminopentanedioate (24i) (90.03 mg, 0.443 mmol)
and acetic acid (0.17 mL, 2.95 mmol). The reaction mixture was stirred at 25°C overnight,
treated with NaHB(OAc)s (157 mg, 0.741 mmol) and stirred at room temperature for 1h. The
reaction mixture was treated with a saturated aqueous solution of NaHCO3 and extracted with
DCM, the organic phase was dried over MgSQ04 and evaporated to dryness to give 90 mg of the
titled product as a yellow oil, leading to a 38% yield. It will be used in the next step without
further purification.

LC-MS: tgr = 2.98 min, MS [M+H]* m/z = 808.1.

Step 9: 3-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenyllmethylamino]pentanedioic acid (24)
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In a 5 mL flask were added diethyl 3-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenyllmethylamino]

pentanedioate (24b) (90 mg, 0.112 mmol) with 1 mL a solution of MeOH/THF/H,0 (1/1/1), and
LiOH,H,0O (4.680 mg, 0.112 mmol). The reaction mixture was stirred at room temperature
overnight. LiOH, H,O (4.68 mg, 0.112 mmol) was added and the reaction mixture was stirred at
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40°C during 1 hour. The crude material was evaporated and purified by preparative HPLC to give
34 mg of the titled product, leading to a 40% yield.

LC-MS: tg = 2.43 min, MS [M+H]* m/z = 751.3.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.37-2.53 (m, 5H), 2.91 (s, 3H), 3.31 (quint, J = 6.2 Hz, 1H),
3.46 (s, 3H), 3.58 (s, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.92 (s, 2H), 4.11 (s, 2H),6.05 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.23
(d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.61-6.65 (m, 1H), 6.72-6.68 (m, 1H), 7.01 (s,1H), 7.15 (dd, J = 11.2, 8.6 Hz,
1H), 7.44 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7,60 (d, J = 7.2 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 26.3, 37.8, 48.5, 51.4, 56.1, 56.3, 56.6, 100.2, 105.8, 109.8 (d,
J=253Hz), 112.8 (t, J = 19.9 Hz), 113.9, 116,2 (d, J = 19.5 Hz), 120.5 (d, J = 7.2 Hz), 124,7, 127.1,
129.6, 131.6 (d, J = 3.1 Hz), 136.6, 137.3, 139.1, 139.8, 142.0 (t, J = 10.3 Hz), 142.5, 143.7, 147.2
(d,J =11.7 Hz), 149.9, 151.6 (d, J = 246.5 Hz), 161.34 (dd, J = 247.3 , 8.9 Hz), 173.2.
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8. Compounds with cationic kinetophores

Compound 25:

N-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-[[4-[3-(dimethylamino)propoxy]-2,6-difluoro-
phenyllmethylsulfanyl]-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (25)
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In a microwave tube was added 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-
(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine  (17b) (50 mg, 0.09
mmol),N-methylmethanamine (58.2 uL, 0.86 mmol), K,COs3 (179.31 mg, 1.3 mmol), Nal (12.97
mg, 0.09 mmol) in 1.73 mL of acetonitrile. The reaction mixture was stirred at 80°C for 24h. In a
second microwave tube was added 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-
N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b) (50 mg, 0.09
mmol), N-methylmethanamine (58.2 uL, 0.86 mmol), K,COs (179.31 mg, 1.3 mmol), Nal (12.97
mg, 0.09 mmol) in 1.73 mL of acetonitrile. The reaction mixture was stirred at 80°C for 24h. The
reaction mixture were pooled and evaporated to dryness. Purification of the crude material by
preparative HPLC gave 47 mg of the titled product as a colorless oil, leading to a 46% vyield.

LC-MS: tg = 2.48 min, MS [M+H]* m/z = 587.2.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.20 (quint, J = 6.7 Hz, 2H), 2.64 (s, 6H), 2.90 (s, 3H), 2.99 (t, J
= 7.7 Hz, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.99 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 4.00 (s, 2H), 6.14 (dd, J = 8.7, 2.7
Hz, 1H), 6.26 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.35 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.69 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.92-7.05 (m, 5H).
13C NMR (75 MHz, CDCl): & (ppm) 25.3, 25.8, 40.3, 43.9, 55.6, 56.0, 56.6, 66.0, 98.3-98.7 (m),
100.2, 105.8, 105.8 (t, J = 20.2 Hz), 112.5, 116.0 (d, J = 22.8 Hz), 124.1, 129.3 (d, J = 9.0 Hz),

131.0 (d, J = 3.1 Hz), 138.3, 139.9, 142.8, 143.2, 149.6, 159.3 (t, J = 14.1 Hz), 161.7 (dd, J = 248.1,
11.0 Hz), 162.4 (d, J = 249.2 Haz).
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Compound 26:

3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-
difluoro-phenoxylpropyl-trimethyl-ammonium;formate (26)

o/@ /[IE\ F HCOO

In a microwave tube was added 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-
(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b) (100 mg, 0.17
mmol),N,N-dimethylmethanamine;hydrochloride (246.77 pL, 1.73 mmol), K.CO3 (358.63 mg,
2.59 mmol), Nal (25.93 mg, 0.17 mmol) in 1.73 mL of acetonitrile. The reaction mixture was
stirred at 80°C for 24h, over the week end at room temperature and 24h at 80°C again. The
reaction mixture was filtrated and evaporated to dryness. Purification of the crude material by
preparative HPLC gave 9 mg of the titled product as a colorless oil, leading to a 8% vyield.

LC-MS: tr = 2.48 min, MS [M+H]* m/z = 601.2.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.30 (brs, 2H), 2.92 (s, 3H), 3.39 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 3.80 (s,
3H), 3.81-3.87 (m, 2H), 3.95 (s, 2H), 4.07 (brs, 2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.27 (d, J = 2.7
Hz, 1H), 6.41 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.70 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.95-7.10 (m, 4H), 8.80 (s,
1H).

13C NMR (75 MHz, CDCls): & (ppm) 23.4, 25.8, 40.4, 53.7, 56.1, 56.6, 64.1, 65.1, 98.4-98.8 (m),
100.3, 106.0, 106.2 (t, J = 20.1 Hz), 112.6, 116.1 (d, J = 22.9 Hz), 124.1, 129.4 (d, J = 8.6 Hz),
131.1 (d, J = 3.2 Hz), 137.9, 140.2, 142.9, 143.3, 149.7, 159.0 (t, J = 14.1 Hz), 161.7 (dd, J = 248.1,
10.9 Hz), 162.4 (d, J = 249.3 Hz), 168.5.
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Compound 27 :

3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-
difluoro-phenoxylpropyl-triethyl-ammonium;formate (27)
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In a microwave tube was added 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-
(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b) (100 mg, 0.17
mmol), NEtz (241.12 pL, 1.73 mmol) in 1.73 mL of acetonitrile. The reaction mixture was heated
at 80°C overnight, 72h at room temperature and at 80°C for 24h. The reaction mixture was
evaporated to dryness and purified by preparative HPLC to give 45.7 mg of the titled product as
a colorless oil, leading to a 38% vyield.

LC-MS: tg = 2.60 min, MS [M+H]* m/z = 643.2.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.37 (s, 9H), 2.27 (brs, 2H), 2.91 (s, 3H), 3.47 (brs, 2H), 3.75
(s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.98 (s, 2H), 4.08 (brs, 2H), 6.13 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 2.7 Hz,
1H), 6.36 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.68 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.93 (s, 1H), 6.93-7.05 (m, 4H), 8.62 (s, 1H).
13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.93, 22.3, 25.6, 40.3, 53.6, 54.8, 55.9, 56.5, 65.1, 98.3-98.7
(m), 100.0, 105.8, 106.0 (t, J = 20.7 Hz), 112.5, 116.0 (d, J = 22.8 Hz), 124.0, 129.2 (d, J = 8.8 Hz),

130.9 (d, J = 3.0 Hz), 138.1, 139.8, 142.7, 143.1, 149.5, 158.9 (t, J = 14.0 Hz), 161.6 (dd, J = 248.4,
11.0 Hz), 162.3 (d, J = 249.2 Hz), 167.3.
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9. Compounds with zwitterionic kinetophores

Compound 28:

3-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyllphenyl]methylamino]propanoic acid (28)

JQ%“

In a 25 mL flask was added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]lbenzaldehyde (24a’) (100 mg, 0.16
mmol) in 1.7 mL of dichloroethane. Ethyl 3-aminopropanoate (28.36 mg, 0.24 mmol),
NaHB(OAc)sz (102.61 mg, 0.48 mmol) and acetic acid (92.3 pL, 1.61 mmol) were then added and
the reaction mixture was stirred at room temperature for 5h. The reaction mixture was filtrated

and evaporated to dryness. Purification of the crude material by preparative HPLC gave 10 mg
of the titled product as a white powder, leading to a 9% yield.

LC-MS: tr = 2.58 min, MS [M+H]* m/z = 693.2.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.47 (brs, 2H), 2.91 (s, 3H), 3.08 (brs, 2H), 3.51 (s, 3H), 3.79
(s, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.11 (s, 2H), 4.13 (s, 2H), 6.17 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.7 Hz,
1H), 6.58 (dd, J = 7.5, 2.4 Hz, 1H), 6.62-6.67 (m, 1H), 6.72 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 6.92-7.00 (m, 3H),
7.03 (s, 1H), 7.44-7.54 (m, 4H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 25.9, 32.4, 40.2, 43.7, 50.9, 56.1, 56.7, 100.1, 105.8, 108.7-
110.0 (m), 112.6, 112.7 (t, J = 10.3 Hz), 113.0 (d, J = 3.5 Hz), 116.1 (d, J = 20.3 Hz), 119.9 (d, J =
5.6 Hz), 124.6, 127.5, 130.9, 131.1 (d, J = 3.2 Hz), 131.5, 138.2, 139.4, 139.7, 142.0, 142.9, 143.5,
147.8 (d, J = 11.4 Hz), 149.8, 152.2 (d, J = 248.9 Hz), 161.5 (dd, J = 248.7, 8.2 Hz).
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10. Dimers

Intermediate 29i:

2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(p-tolylsulfonyloxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy] ethyl 4-
methylbenzenesulfonate (29i)

o0 o_,0
S S e e

In a 5 mL flask were added NEtsz (0.85 mL, 6.07 mmol), 4-toluenesulfonyl chloride (1029.31 mg,
5.4 mmol) and 4-Diméthylaminopyridine (32.98 mg, 0.27 mmol) in DCM (3.5 mL) at 0°C. 2-[2-[2-
[2-[2-[2-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]ethoxylethoxy]ethoxylethoxy]ethoxylethanol (500 mg,
1.35 mmol) was added at the reaction mixture and it was stirred for 3h and was then
concentrated under reduced pressure. Purification of the crude material by flash
chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (96/4) gave 833 mg of the titled
product as a colorless oil, leading to a 91% yield.

LC-MS: tr = 3.03 min, MS [M+NH4]* m/z = 696.3.

1H NMR (300 MHz, CD4Cl2): & (ppm) 2.44 (s, 6H), 3.54 (s, 8H), 3.57 (s, 8H), 3.58 (s, 8H), 3.64 (t, J =
4.7 Hz, 4H), 4.12 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 4H).

Compound 29:

Step 7: 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenol (29a)
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The titled product was obtained as a yellow oil, after purification by flash chromatography (150
mg, 73%), following Procedure D, using 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (200 mg)
and 4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)phenol (74.04 mg).
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LC-MS: tgr = 3.06 min, MS [M+H]* m/z = 608.1.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.97 (s, 3H), 3.63 (s, 3H), 3.81 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 3.85 (s,
3H), 6.23 (dd, J = 8.5, 2.7 Hz, 1H), 6.36 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.73 (s, 1H),
6.76 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.87 (d, J = 9.5 Hz, 2H), 7.01 (s, 1H), 7.09 (dd, J = 10.6, 8.5 HZ, 1H), 7.13
(d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.27 (s, 1H).

Step 8: 2-[[4-[4-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenoxy]ethoxy]ethoxy]
ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxylethoxy]phenyl]-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-

(3,4- dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (29)
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In a microwave tube were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-

methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenol (29a) (250 mg, 0.41
mmol), K,COs (68.24 mg, 0.49 mmol), and 1.30 mL of acetonitrile. 2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(p-
tolylsulfonyloxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxylethoxy]ethoxy] ethyl 4-methylbenzenesulfonate
(29i) (125.68 mg, 0.19 mmol) and it was stirred under microwave irradiation at 100°C for 1h and
then 30 min at 110°C. The reaction mixture was evaporated to dryness, diluted in EtOAc,
washed with water, brine, dried over MgSO4 and evaporated to dryness. Purification of the
crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (97/3) gave 50
mg of the titled product not clean. Purification by CCE using as eluent a mixture of DCM/MeOH
(95/5) gave 17.5 mg of the titled product as a yellowish oil, leading to a 3% yield.

LC-MS: tg = 3.72 min, MS [M+2H]%* m/z = 776.1.

'H NMR (300 MHz, CDCl2): & (ppm) 2.93 (s, 6H), 3.51 (s, 6H), 3.58-3.63 (m, 16H), 3.63-3.67 (m,
4H), 3.68-3.72 (m, 4H), 3.74 (s, 6H), 3.77 (s, 6H), 3.84-3.89 (m, 4H), 4.18 (s, 4H), 4.15-4.20 (m,
4H), 6.17 (dd, J = 8.8, 2.8 Hz, 2H), 6.32 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 6.58 (dd, J = 7.6, 2.4 Hz, 2H), 6.60-6.66
(m, 2H), 6.73 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.95-7.11 (m, 6H), 7.03 (s, 2H), 7.07 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 7.50 (d, J
= 8.9 Hz, 4H).
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13C NMR (75 MHz, CD,Cl): & (ppm) 26.0, 39.9, 55.9, 55.9, 56.5, 67.6, 69.9, 70.5, 70.8, 100.0,
105.4, 109.0 (dd, J = 17.6, 7.9 Hz), 111.6 (t, J = 19.9 Hz), 113.0 (d, J = 2.6 Hz), 113.1, 115.0, 115.7
(d, J = 19.6 Hz), 119.8 (d, J = 7.2 Hz), 124.7, 127.8, 129.3 (d, J = 9.6 Hz), 130.7, 131.2 (d, / = 3.6
Hz), 138.0, 139.3, 142.7, 143.6, 147.6 (d, J = 11.4 Hz), 150.0, 152.0 (d, J = 248.1 Hz), 159.4, 161.4
(dd, J = 248.1, 8.9 Hz).

Intermediate 30i:

2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(p-
tolylsulfonyloxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxylethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]
ethyl 4-methylbenzenesulfonate (30i)
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In a 5 mL flask were added NEts (0.57 mL, 4.12 mmol), 4-Toluenesulfonyl chloride (697.51 mg,
3.66 mmol) and 4-Dimethylaminopyridine (22.35 mg, 0.18 mmol) in DCM (4 mL) at 0°C. 2-[2-[2-
[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]lethoxy]ethoxy]
ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethanol (500 mg, 0.91 mmol) was added at the reaction mixture and it
was stirred for 3h and was then concentrated in vacuum. Purification of the crude material by
flash chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (94/4) gave 737 mg of the titled
product as a colorless oil, leading to a 94% yield.

LC-MS: tg = 2.97 min, MS [M+NHa4]* m/z = 872.3.

'H NMR (300 MHz, CD2ClL): 6 (ppm) 2.44 (s, 6H), 3.54 (s, 10H), 3.57 (s, 10H), 3.58 (s, 8H), 3.59 (s,
8H), 3.60 (s, 10H), 3.64 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 4.12 (t, J = 4.7 Hz, 4H), 7.37 (d, J = 8.3 Hz, 4H), 7.78 (d, J
= 8.3 Hz, 4H).
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Compound 30:

2-[[4-[4-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-
3-methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenoxylethoxylethoxy]
ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxylethoxy]ethoxylethoxy]ethoxylethoxy]ethoxy]phenyl]-2,6-
difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4- dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-
methyl-imidazol-4-amine (30)

In a microwave tube were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenol (29a) (200 mg, 0.33
mmol), K2CO3 (54.59 mg, 0.39 mmol), and 1.1 mL of acetonitrile. 2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-[2-
(p-tolylsulfonyloxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]
ethyl 4-methylbenzenesulfonate (30i) (126.64 mg, 0.15 mmol) and it was stirred under
microwave irradiation at 100°C for 10 min and then 30 min at 100°C. 120 mg of 2-[2-[2-[2-[2-[2-
[2-[2-[2-[2-[2-(p-tolylsulfonyloxy)ethoxy]ethoxy]lethoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxylethoxy]ethoxy]
ethoxy]ethoxy] ethyl 4-methylbenzenesulfonate (30i) were added at the reaction mixture and it
was stirred under reflux overnight. The reaction mixture was evaporated to dryness, diluted in
EtOAc, washed with water, brine, dried over MgSQO4 and evaporated to dryness. Purification of
the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (97/3)
gave 30 mg of the product not clean. Purification of the crude material by CCE (DCM/MeOH
95/5) gave 23 mg of the titled product as a yellowish oil, leading to a 4% yield.

LC-MS: tg = 3.68 min, MS [M+2H]?** m/z = 863.8.

'H NMR (300 MHz, CDCl2): & (ppm) 2.95 (s, 6H), 3.51 (s, 6H), 3.60-3.64 (m, 32H), 3.64-3.68 (m,
4H), 3.70-3.73 (m, 4H), 3.74 (s, 6H), 3.77 (s, 6H), 3.85-3.89 (m, 4H), 4.15-4.20 (m, 4H), 4.18 (s,
4H), 6.18 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 2H), 6.31 (d, J = 2.8 Hz, 2H), 6.55 (dd, J = 7.6, 2.4 Hz, 2H), 6.58-6.63
(m, 2H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.95-7.10 (m, 6H), 7.04 (s, 2H), 7.08 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 7.50 (d, J
= 8.9 Hz, 4H).

13C NMR (75 MHz, CD,Cl2): & (ppm) 26.2, 40.1, 55.9, 55.9, 56.4, 67.6, 69.6, 70.5, 70.8, 100.5,
106.0, 109.0 (d, J = 25.5 Hz), 111.4 (t, / = 19.9 Hz), 113.0, 115.0, 115.7 (d, J = 19.8 Hz), 119.8 (d, J
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= 7.3 Hz), 123.6, 127.8, 129.3 (d, J = 8.8 Hz), 130.7 (d, J = 16.3 Hz), 137.9, 139.6, 143.0, 143.3,
147.6 (d, J = 11.6 Hz), 150.0, 152.1 (d, J = 248.2 Hz), 159.4, 161.3 (dd, J = 248.2, 9.1 Hz).

Compound 31:

Step 8: 2-[[4-[4-(3-chloropropoxy)phenyl]-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (31a)

-0
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1-bromo-3-chloro-propane (114.97 pL, 1.17 mmol), 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-
1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenol  (29a)
(142 mg, 0.23 mmol) and K,CO3 (64.59 mg, 0.47 mmol) were added in acetonitrile (800 uL) and
the reaction mixture was stirred at reflux for 3 hours. The solvent was removed under reduced
pressure. The crude material was dissolved in EtOAc and washed by water. The aqueous phase
was extracted by EtOAc and washed with brine, dried under MgS0Qa4. The solvents were removed
under reduced pressure. The crude material was purified by flash chromatography using as
eluent a mixture of cyclohexane/EtOAc (50/50) to give 150 mg of the titled product as a yellow
oil, leading to a 94% vyield.

LC-MS: tr = 3.73 min, MS [M+H]* m/z = 684.1.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.25 (quint, J = 6.1 Hz, 2H), 2.90 (s, 3H), 3.47 (s, 3H), 3.76 (t, J
= 6.4 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 4.15 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 4.22 (s, 2H), 6.16 (dd, J = 8.7, 2.7
Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.7 Hz, 1H), 6.51 (dd, J = 7.5, 2.2 Hz, 1H), 6.54-6.61 (m, 1H), 6.71 (d, J = 8.7
Hz, 1H), 6.92-7.00 (m, 3H), 6.96 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.07 (s, 1H), 7.42 (d, J = 8.7 Hz, 2H).
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Step 9: 2-[[4-[4-[3-[4-[3-[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenoxy]propyl]piperazin-1-yl]
propoxylphenyl]-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (31)

\
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In a 5mL flask were added 2-[[4-[4-(4-bromobutoxy)phenyl]-2,6-difluoro-
phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-

imidazol-4-amine (31a) (60.35 mg, 0.08 mmol), piperazine (3.5 mg, 0.04 mmol), NEts (11.27 uL,
0.08 mmol) in 270 pL of MeOH. The reaction mixture was stirred at 40°C overnight, at room

temperature for 72h. The reaction mixture was evaporated to dryness and washed with water
and brine, dried over MgSQ04 and evaporated to dryness. The crude material was diluted in 700
puL of DMF. Piperazine (9 mg, 0.1 mmol) and NEt3 (28.97 pL, 0.21 mmol) were added at the
reaction mixture and it was heated at 40°C overnight, at 60°C for 12 days. The reaction mixture
was evaporated to dryness, diluted in EtOAc, washed with water and brine, dried over MgSO4
and evaporated. Purification of the crude material by flash chromatography using as eluent a
mixture of DCM/MeOH (96/4) gave 8 mg of the titled product as a yellow oil, leading to a 5%
yield.

LC-MS: tr = 3.57 min, MS [M+2H]%* m/z = 691.6.

IH NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) 2.10-2.22 (m, 4H), 2.92 (s, 6H), 2.95-3.13 (m, 6H), 3.35 (s,
6H), 3.68 (s, 6H), 3.75 (s, 6H), 4.03 (s, 4H), 4.10-4.20 (m, 4H), 6.16 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 2H), 6.34
(d, J = 2.7 Hz, 2H), 6.42 (dd, J = 7.6, 2.4 Hz, 2H), 6.45-6.60 (m, 2H), 6.77 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.96
(dd, J = 10.9, 8.6 Hz, 2H), 7.00-7.07 (m, 6H), 7.15 (d, J = 9.0 Hz, 4H), 7.58 (d, J = 8.9 Hz, 4H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): § (ppm) 26.5, 28.2, 40.6, 52.4, 55.4, 56.6, 56.7, 57.3, 66.5, 102.4,
108.2, 109.7-110.0 (m), 113.3, 114.6-114.7 (m), 114.8, 116.1, 116.6 (d, J = 19.7 Hz), 121.7 (d, J =
7.8 Hz), 125.1, 129.0, 131.9, 132.3 (d, J = 4.2 Hz), 138.8, 141.6, 143.8, 144.4, 145.1, 148.8 (d, J =
10.8 Hz), 151.3, 153.5 (d, J = 248.1 Hz), 160.8, 162.7 (dd, J = 248.2, 8.5 Hz).
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11. Compounds with polyol kinetophores

Compound 32:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-methyl-N-[(2S,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-
pentahydroxyhexyllbenzamide (32)

OQIXS F
OO Do

In a 5 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a) (194 mg, 0.31
mmol), NEts (41.18 uL, 0.31 mmol), DCC (62.97 mg, 0.31 mmol), HOBt (41.24 mg, 0.31 mmol),
and (2R,3R,4R,5S)-6-(methylamino)hexane-1,2,3,4,5-pentol (59.58 mg, 0.31 mmol) in 1 mL of
DCM. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture
was evaporated to dryness and purified by preparative HPLC to give 100 mg of the titled
product as a yellowish oil, leading to a 40% vyield.

LC-MS: tg = 2.53 min, MS [M+H]* m/z = 813.3.

1H NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) 2.92 (s, 3H), 3.12 (s, 1.7H), 3.17 (s, 1.3H), 3.37 (s, 3H), 3.48-
3.83 (m, 7H), 3.70 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.97-4.09 (m, 0.5H), 4.04 (s, 2H), 4.16-4.20 (m, 0.5H), 6.18
(dd, J = 8.7, 2.8 Hz, 1H), 6.34 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.46 (dd, J = 7.2, 2.6 Hz, 1H), 6.48-6.54 (m, 1H),
6.80 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.97 (dd, J = 10.9, 8.7 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 7.26 (dd, J = 8.5, 3.1 Hz, 2H),
7.58 (t,J = 8.1 Hz, 2H), 7.71 (¢, J = 8.1 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): & (ppm) 26.8, 32.5, 38.6, 39.2, 51.0, 55.3, 55.9, 63.3, 70.1, 71.2, 71.6,
72.2,101.1, 106.8, 109.4 (d, J = 25.3 Hz), 113.3, 113.4, 113.4 (t, J = 7.4 Hz), 115.2 (d, J = 19.9 Hz),
120.3 (d, J = 7.8 Hz), 123.7, 126.4, 126.6, 127.5, 128.0, 130.9 (d, J = 3.6 Hz), 136.5 (d, J = 16.8 Hz),
137.3, 140.3, 143.1, 143.6, 147.4 (d, J = 11.4 Hz), 149.9, 152.1 (d, J = 248.5 Hz), 161.3 (dd, J =
248.5, 8.6 Hz), 172.3.
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Compound 33:

4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]-N-[(2S,3R,4R,5R)-2,3,4,5,6-
pentahydroxyhexyllbenzamide (33)
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In a 5 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]benzoic acid (13a) (63 mg, 0.1 mmol),
NEts (13.37 pL, 0.1 mmol), EDCI (15.39 mg, 0.1 mmol), HOBt (13.39 mg, 0.1 mmol), and D-
glucamine (17.96 mg, 0.1 mmol) in 500 pL of DCM. The reaction mixture was stirred overnight at
room temperature. The reaction mixture was evaporated to dryness. The crude material was
purified by preparative HPLC to give 17 mg of the titled product as a white solid, leading to a
21% yield.

LC-MS: tg = 2.52 min, MS [M+H]* m/z = 799.3.

IH NMR (300 MHz, MeOD): & (ppm) 2.92 (s, 3H), 3.36 (d, J = 4.3 Hz, 6H), 3.46-3.54 (m, 1H), 3.59-
3.87 (m, 6H), 3.68 (s, 3H), 3.75 (s, 3H), 3.98-4.01 (m, 1H), 4.04 (s, 2H), 6.16 (dd, J = 8.7, 2.8 Hz,
1H), 6.33 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.45 (dd, J = 7.6, 2.5 Hz, 1H), 6.48-6.53 (m, 1H), 6.77 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 6.96 (dd, J = 11.0, 8.5 Hz, 1H), 7.05 (s, 1H), 7.27 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
7.94 (d, J = 8.7 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, MeOD): & (ppm) 26.8, 39.2, 42.8, 55.2, 55.4, 55.9, 63.4, 70.0, 71.6, 71.9, 72.5,
101.1, 106.8, 190.4 (m), 113.4, 113.6 (t, J = 19.5 Hz), 113.5, 115.2 (d, J = 19.9 Hz), 120.3 (d, J =
7.1 Hz), 123.7, 126.5, 127.8, 130.9 (d, J = 3.8 Hz), 134.2, 137.3, 140.3, 140.9, 141.6 (t, J = 10.2
Hz), 143.1, 143.6, 147.4 (d, J = 11.4 Hz), 149.9, 152.1 (d, J = 248.6 Hz), 161.3 (dd, J = 248.5, 8.7
Hz), 168.5.
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Compound 34:

(2R,3R,4R,5S)-6-[3-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluorophenyl)imidazol-2-
yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenoxy]propyl-methyl-amino]hexane-1,2,3,4,5-pentol (34)

-0 Ho HC  on

To a solution of 2-[[4-(3-chloropropoxy)-2,6-difluoro-phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxy
phenyl)-3-(4-fluorophenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (17b) (100 mg, 0.18 mmol) in DMF (1.6
mL) were added (2R,3R,4R,5S)-6-(methylamino)hexane-1,2,3,4,5-pentol (101.31 mg, 0.52
mmol), Cs2CO3 (56.37 mg, 0.17 mmol), Nal (25.93 mg, 0.17 mmol), the mixture was stirred at
75°C overnight. Purification of the crude material by preparative HPLC gave 24 mg of the titled
product as a yellowish oil, leading to a 19% vyield.

LC-MS: tg = 2.40 min, MS [M+H]* m/z = 737.3.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 2.07 (s, 2H), 2.65 (s, 3H), 2.90 (s, 3H), 3.03 (s, 4H), 3.75 (s,
3H), 3.74-3.78 (m, 6H), 3.77 (s, 3H), 3.86 (s, 2H), 3.94 (s, 2H), 6.12 (dd, J = 8.7, 2.6Hz , 1H), 6.23
(d, J = 2.5 Hz, 1H), 6.36-6.39 (m, 2H), 6.72 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.93-7.07 (m, S5H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 25.1, 25.8, 40.4, 41.8, 54.5, 55.9, 56.5, 59.4, 63.8, 66.2, 68.9,
71.1, 71.9, 72.3, 98.4-98.7 (m), 100.3, 105.4 (t, J = 20.1 Hz), 106.1, 112.5, 115.9 (d, J = 22.9 Hz),

123.7,129.3 (d, J = 8.7 Hz), 130.9 (d, J = 3.1 Hz), 137.8, 140.3, 142.9, 143.1, 149.6, 159.6 (t, J =
14.1 Hz), 161.7 (dd, J = 247.1, 11.0 Hz), 162.4 (d, J = 249.2 Hz).
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Compound 35:

Step 8: 2-[[4-[4-[2-[2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethoxy]ethoxy]phenyl]-2,6-difluoro-
phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-
imidazol-4-amine (35a)
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In 25 mL flask were added 4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenol (29a) (254 mg, 0.42 mmol), 1-
(2-chloroethoxy)-2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]ethane (966.08 mg, 4.18 mmol), Nal (62.65 mg,
0.42 mmol), K,CO3 (115.54 mg, 0.84 mmol) in acetonitrile (1.40 mL). The reaction mixture was
stirred at reflux for 24h. The crude material was then evaporated, residue was dissolved in DCM,
washed with water and brine, organic phase was dried over MgSQa. Purification of the crude
material by flash chromatography using as eluent a mixture of DCM/MeOH (99/1) to give 140
mg of the titled product not clean as a yellowish oil, leading to a 42% yield. It was used without
further purification in the next step of the synthesis.

LC-MS: tg = 3.38 min, MS [M+H]* m/z = 803.3.

Step 9: (2R,3R,4R,5S)-6-[2-[2-[2-[2-[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-
methoxy-phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-
phenyl]phenoxy]ethoxy]ethoxy]ethoxy]ethyl-methyl-amino]hexane-1,2,3,4,5-pentol (35)
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To a solution of 2-[[4-[4-[2-[2-[2-(2-chloroethoxy)ethoxy]lethoxy]ethoxy]phenyl]-2,6-difluoro-
phenyllmethylsulfanyl]-N-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-
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imidazol-4-amine (35a) (110 mg, 0.14 mmol) in acetonitrile (2 mL) were added Cs,CO3 (44.67
mg, 0.14 mmol), Nal (20.55 mg, 0.14 mmol) and (2R,3R,4R,5S)-6-(methylamino)hexane-
1,2,3,4,5-pentol (53.53 mg, 0.27 mmol). The reaction mixture was stirred at 75°C overnight. The
crude material was purified by preparative HPLC and gave 35 mg of the titled product as a
yellowish oil, leading to a 27% yield.

LC-MS: tgr = 2.67 min, MS [M+H]* m/z = 962.2.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.67-2.74 (m, 1H), 2.80-2.84 (m, 1H), 2.91 (s, 3H), 3.05 (s,
3H), 3.36-3.99 (m, 34H), 4.14 (s, 4H), 6.16 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz), 6.31 (d, J = 2.7 Hz), 6.55 (dd, J =
7.5, 2.3 Hz), 6.60-6.65 (m, 1H), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.92-6.99 (m, 5H), 7.05 (s, 1H), 7.41 (d, J =
8.5 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): & (ppm) 25.9, 40.1, 41.9, 55.9, 56.0, 56.5, 64.8, 67.6, 69.5, 70.2 (m,
peg), 70.6, 100.0, 105.8, 109.1 (d, J = 26.7 Hz), 111.3 (d, J = 19.6 Hz), 112.7 (d, J = 20.9 Hz), 115.1,
115.9 (d, J = 19.9 Hz), 119.7 (d, J/ = 6.9 Hz), 124.3, 127.9, 130.7, 138.3, 139.4, 142.5 (t, J = 11.1
Hz), 142.7, 143.3, 147.6 (d, J = 11.9 Hz), 152.0 (d, J = 249.1 Hz), 159.1, 161.3 (dd, J = 248.9, 8.9
Hz).

Compound 36:

Step 7: tert-butyl N-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenyl]methyl]carbamate (36a)
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In a microwave tubes were added 2-[(4-bromo-2,6-difluoro-phenyl)methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (10b) (1000 mg,
1.682 mmol), [4-[(tert-butoxycarbonylamino)methyl]phenyl]boronic acid (422.39 mg, 1.68
mmol), 1M Cs2COs3 (5.047 mL, 5.05 mmol), and Pd(dppf)Cl. (274.54 mg, 0.34 mmol). 8.4 mL of
DMF was added to the reaction mixture and it was heated under microwave irradiation at 100°C
for 10 min. The reaction mixture was filtrated and evaporated to dryness. The crude material
was diluted in EtOAc and washed with 1N HCI solution, brine, dried over MgSO4 and evaporated
to dryness. Purification of the crude material by flash chromatography using as eluent a mixture
of DCM/MeOH gave 740 mg of the titled product as a yellow oil, leading to a 61% yield.
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LC-MS: tr = 3.42 min, MS [M+H]* m/z = 721.3.

1H NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 1.48 (s, 9H), 2.90 (s, 3H), 3.50 (s, 3H), 3.80 (s, 3H), 3.81 (s,
3H), 4.20 (s, 2H), 4.32 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 4.95 (brs, 1H), 6.17 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.32 (d, J =
2.6 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 7.6, 2.5 Hz, 1H), 6.57-6.63 (m, 1H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.95 (dd, J =
10.7, 8.5 Hz, 1H), 7.04 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.01 (s, 1H), 7.30 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 8.3
Hz, 2H).

Step 8: 2-[[4-[4-(aminomethyl)phenyl]-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (36b)
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In a 25 mL flask was diluted tert-butyl tert-butyl N-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-
1-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)imidazol-2-yllsulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenyl]methyl]
carbamate (36a) (740 mg, 1.03 mmol) in 4 mL of DCM, 1.2 mL of TFA was added at the reaction
mixture and it was stirred at room temperature for 30 min. The reaction mixture was dissolved
in DCM and washed with a saturated aqueous solution of NaHCO3, with brine and evaporated to
dryness to give 590 mg of the titled product as a yellow solid, leading to 93% vyield.

LC-MS: tg = 2.62 min (+ injection peak), MS [M+H]* m/z = 621.2.

1H NMR (300 MHz, CDCls): & (ppm) 2.88 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.91 (s,
2H), 4.19 (s, 2H), 6.15 (dd, J = 8.7, 2.7 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.53 (dd, J = 7.5, 2.4 Hz,
1H), 6.55-6.61 (m, 1H), 6.67 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.89-7.01 (m, 3H), 7.03 (s, 1H), 7.37-7.46 (m, 4H).
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Step 9: (2R,3S,4S,5S)-6-[[4-[4-[[5-(3,4-dimethoxy-N-methyl-anilino)-1-(4-fluoro-3-methoxy-
phenyl)imidazol-2-yl]sulfanylmethyl]-3,5-difluoro-phenyl]phenyl]methylamino]-2,3,4,5-
tetrahydroxy-6-oxo-hexanoic acid (36)
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To a solution of 2-[[4-[4-(aminomethyl)phenyl]-2,6-difluoro-phenyl]methylsulfanyl]-N-(3,4-
dimethoxyphenyl)-3-(4-fluoro-3-methoxy-phenyl)-N-methyl-imidazol-4-amine (36b) (100 mg,
0.16 mmol) in 0.4 mL of methanol were added D-glucaric acid-1,4-lactone (37.14 mg, 0.19
mmol), NEts (0.04 mL, 0.32 mmol). The suspension was stirred at 75°C for 6h. D-glucaric acid-
1,4-lactone (6.19 mg, 0.03 mmol) was added again and the reaction mixture was stirred at 75°C
for 2h. The crude material was purified by preparative HPLC to give 14 mg of the titled product
as a yellowish oil, leading to a 11% vyield.

LC-MS: tg = 2.45 min, MS [M+H]* m/z = 813.3.

IH NMR (300 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 2.91 (s, 3H), 3.48 (s,3H), 3.58 (s, 3H), 3.64 (s, 3H), 3.68-
3.72 (m, 1H), 3.87-3.89 (m, 1H), 3.93 (t, J = 3.2 Hz, 1H), 4.09-4.10 (m, 1H), 4.11 (s, 2H), 6.05 (dd, J
= 8.7, 2.6 Hz, 1H), 6.23 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 6.60-6.65 (m, 1H), 6.73 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 6.77 (dd, J =
7.9, 2.5 Hz, 1H), 7.01 (s, 1H), 7.16 (dd, J = 11.3, 8.5 Hz, 1H), 7.36-7.43 (m, 4H), 7.65-7.68 (m, 2H),
8.23 (t,J = 6.2 Hz, 1H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): & (ppm) 26.3, 40.2, 41.9, 55.0, 56.3, 56.6, 68.6, 70.7, 71.7, 73.9 (d,
J=11.7 Hz), 100.2, 105.8, 109.7 (d, J = 25.4 Hz), 112.6, 113.9, 114.0, 116.2 (d, J = 19.5 Hz), 120.5
(d, J = 6.8 Hz), 124.7, 126.9, 128.3, 131.6, 135.8, 137.3, 139.8, 140.9, 142.2 (t, J = 9.9 Hz), 142.5,
143.6, 147.2 (d, J = 11.4 Hz), 149.8, 151.5 (d, J = 246.3 Hz), 161.3 (dd, J = 247.2, 8.8 Hz), 173.0,
175.3.
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B. Compound evaluation

1. Sample analysis — LCMS/MS Method

Samples analysis were performed using a UPLC system (Aquity | Class, Waters®, Les Ulis,
France) coupled to a triple quadrupole mass spectrometer (Xevo TQD, Waters®, Les Ulis,
France). Chromatographic separations were carried out using an Acquity BEH C18, 1.7 um, 50 x
2.1 mm column (Waters®, les Ulis, France). The autosampler and column oven temperatures
were 10°C and 40°C respectively and the sample injection volume was 1 pL. The eluting
conditions consisted of a gradient of 0.1% Formic Acid in LC-MS grade water (solvent A) and
0.1% Formic Acid in LC-MS grade acetonitrile (Solvant B) with a flow rate of 600 uL/min, as
follows : 0 - 0.2 min (2% B); 0.2 - 2 min : linear gradient from 2 to 98% B; 2 to 2.5 min : isocratic
at 98% B; 2.5-2.6 min : from 98 to 2% B and 2.6 to 4 min : isocratic at 98% A (equilibration under
the initial conditions before the next injection). Mass spectrometer was equipped with an
electrospray ionization source (ESI). The desolvatation and cone gas flow were respectively 1200
and 50 L/h and the source temperature was 600°C. The capillary and cone voltages, the collision
energy and the observed MRM transitions were optimized for each compound. The detection of
analytes was achieved with the appropriate MRM transition. The LC-MS/MS instrument was
controlled by MassLynx software (Waters®) and the peaks areas were quantified using
TargetLynx software (Waters").

2. Physicochemical properties

a. Solubility

10 plL of a 10 mM solution of the compound in DMSO are diluted either in 490 pL
of PBS pH 7.4 or in an organic solvent (MeOH) (in triplicate). The tubes are gently shaken 24 h at
room temperature, then centrifuged for 5 minutes at 4000 rpm. The mixtures are filtered over
0.45 um filters (Millex-LH Millipore). 10 uL of each sample are diluted in 490 pL of MeOH. The
solubility is determined by the ratio of mass signal area PBS/organic solvent.

b. Log D

40 pL of a 10 mM solution of the compound in DMSO were diluted in 1.960 mL of a 1/1
octanol/PBS at pH 7.4 mixture. The mixture was gently shaken 2h at room temperature. 10 pL of
each phase was diluted in 490 pL of MeOH and analyzed by LC-MS/MS. Each compound is
tested in triplicate. Log D was determined as the logarithm of the ratio of concentration of
product in octanol and PBS respectively, determined by mass signals.
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3. In vitro TGR5 assay

TGR5 activation by compounds and subsequent increase in intracellular cAMP were
evaluated using a luciferase reporter gene assay. Human embryonic kidney (HEK) 293 cells were
transiently co-transfected with pCMV tagdb-TGR5h (to determine hTGR5 activation) or pCMV
AC6-TGR5m (to determine mTGR5 activation) expression plasmids and the pCRE TA-Luciferase
reporter plasmid using the JET PEI reagent (Polyplus transfection). Transfected cells were
seeded in 96-well plates and incubated overnight with the compounds at increasing
concentrations in duplicate. Lithocholic acid (LCA) at 10 uM was used as a positive reference
compound. The cAMP-dependent luciferase expression was followed using the BrightGlo
reagent according to the manufacturer (Promega) instructions. Luminescence was measured
with a Mithras plate reader (Berthold). Data were expressed as percentage of the 10uM LCA
value and ECso values were calculated using XL fit 5 software or GraphPad Prism 5.
Concentration-response curves were fitted by a nonlinear regression analysis to a 4 parameters
logistic equation.

4. ADME

a. Caco-2 experiment

0.4 x 10° Caco-2 Cells (ATCC No. HTB-37), at passage 28, were seeded on 25 cm? plastic
flask and changed every second days with complete medium containing high glucose Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) with L-glutamine supplemented by 10% of Foetal Calf/Bovine
Serum, 1% of non-essential amino acids without L-glutamine. The paracellular barrier
characteristics of Caco-2 cells monolayer was monitored using measurement of the permeability
to the non-permeant fluorescent molecule, Lucifer Yellow (LY). The permeability to Lucifer
yellow values (< 1 x 10® cm/s) attested of the restriction of the paracellular permeability in
Caco-2 cultures in the absence of compound. Caco-2 cells were trypsinized after 3 days of
incubation while they cover 80-90% of the flask and seeded at a density of 5 x 10° in 75 cm?
flasks in complete medium supplemented with 73 nM (around 0.04 pg/mL) of the antibacterial
puromycin (3'-[a-Amino-p-methoxyhydrocinnamamido]-3'-deoxy-N,N-dimethyladenosine
dihydrochloride). After 5 to 6 days, Caco2 cells reach high cells density (> 0.5 x 10° cells/cm?)
and are then passage into cell HTS 24-well plates with 0.4 um Polycarbonate membrane inserts.
Cells were seeded at 600 000 cells/cm? (200 000 cells/insert) and cultivated for 6 days in
complete medium with puromycin. Media was replaced every second days. Compound
solutions were prepared in HEPES-buffered Ringer’s (RH) solution (NaCl 150 mM, KCl 5.2 mM,
CaCl; 2.2 mM, MgCl; 0.2 mM, NaHCOs; 6 mM, Glucose 2.8 mM, HEPES 5 mM, water for
injection), pH = 7.4 at a final concentration of 1 to 10 uM for tested drugs. For A>B transport
experiment, 0.2 mL of the compound solution was placed on the apical side of the cells and
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samples were taken from the basolateral compartment. For B->A transport experiment 0.8 mL
of the solution was placed on the basolateral side of the cells and samples were taken from
apical side. Transport studies were done in Transwell polycarbonate: HTS 24 well plate inserts
(surface area: 0.33 cm? - 0.4 um pore size). Cells were equilibrated for 10 minutes in transport
buffer prior to the transport experiment, and then incubations with compounds were
performed at 37 °C under agitation. After 1 hour aliquots were taken from each compartment
and sampled in 96-well plates with glass insert. Permeations are calculated using the formulas
below:

o _ VaxAUGy 5 _ VaxAUC,,
PR T xSx AUCq WA T xS x AUCy 1

V is the volume of solution in apical side (A) or basolateral side (B), AUC is the area of the LC-MS/MS signal for the
compound measured in A or B side at initial time (TO) or at the end of the incubation (T), T is the incubation time
and S is the surface area of the insert membrane.

b. Microsomal stability experiment

Male mouse (CD-1) liver microsomes (BD Gentest) were used. All incubations were
performed in duplicate in a shaking water bath at 37 °C. The incubation mixtures contained 1
UM compound with 1% methanol used as a vehicle, mouse male liver microsomes (0.3 mg of
microsomal protein per mL), 5 mM MgClz, 1 mM NADP, 5 mM glucose 6-phosphate, 0.4 U.mL™
glucose 6-phosphate dehydrogenase, and 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) in a final
volume of 0.5 mL. Aliquots were removed at 5, 10, 20, 30, and 40 min after microsomes
addition, and the reaction was stopped by adding four volumes of ice-cold acetonitrile
containing 200 nM of internal standard. The samples were centrifuged for 10 min at 10000 rpm
and the supernatants were transferred in matrix tubes for LC-MS/MS analysis. Each compound
was quantified by converting the corresponding analyte/internal standard peak area ratios to
percentage drug remaining, using the initial ratio values in control incubations as 100%.
Propranolol, known as a high hepatic clearance drug in rodents, was used as a quality-control
compound for the microsomal incubations. In vitro intrinsic clearance (Clint expressed as
uL/min/mg) was calculated according to: the following formula : Clint = dose/AUC~, where dose
is the initial amount of drug in the incubation mixture (1 uM) and AUC- is the area under the
concentration versus time curve extrapolated to infinity. The slope of the linear regression from
log percentage remaining versus incubation time relationships (-k) was used in the conversion
to in vitro ti/2 values by: ti/2 = -In(2)/k.
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C. In vivo pharmacokinetics experiments

Compound 13 to 16 and 21 were dissolved in distilled water 0.1% tween and
administered per os at 32 umol/kg to 10 week old, male, C57BI6 mice (approx. 25-30 g) (Charles
River). Three mice per time point were anesthetized with isoflurane and aliquots taken from the
retro-orbital sinus using sampling heparinated tubes (4°C) at 15 min, 30 min, 45 min, 1h, 2h, 4h
and 8h after administration of a single dose of ligands. The blood samples were centrifuged
(5000 g, 15 min) for plasma separation and stored at - 80°C before compound measurement.
Plasma samples were thawed on ice. Aliquots were precipitated with ice cold acetonitrile (1 to
10 ratio) containing compound 1 (0.2 uM) as internal standard. The samples were vigorously
mixed with a vortex and centrifuged for 10 min at 10 000 rpm, 4°C, and the supernatants were
transferred into Matrix tubes for LC-MS/MS analysis. Spiked standard solutions (1, 3, 10, 30,
100, 300, 1000, 3000, 10 000 and 30 000 nM) were prepared the same way. After rodent
sacrifice, gallbladders, livers and intestines were removed. Gallbladders were immediately
measured using a vernier caliper. Intestine was cut to isolate duodenum, jejunum, ileum and
colon. All tissues were frozen in liquid nitrogen and stored at - 80°C. Compound in tissues was
extracted with a MeOH/CH3CN, 50:50 mixture (using a vortex for feces or a Tissue Lyzer Il from
Qiagen for tissues). After centrifugation (10000 rpm, 10 min, 4°C) of the homogenate samples,
supernatants were diluted (1 to 10) with ice acetonitrile containing compound 1 (0.2 uM) as
internal standard. After a last centrifugation, the supernatants were transferred into Matrix
tubes for LC-MS/MS analysis.

5. In vivo experiments

a. Animals and diets

10-12 old week male C57BI6 mice were purchased from Charles River (France) and fed
ad libitum with a standard diet (UAR AO04, Villemoison/Orge, France). For high fat diet (HFD)
experiments, 10-12 old week male C57BI6 mice were fed a HFD (D12492; Research Diets;
60% kcal fat) for 8-10 weeks to induce obesity and insulin-resistance. Experiments were
performed in mice with a 30% increase in body weight. All animals were maintained in standard
animal cages under conventional laboratory conditions (12h/12h light/dark cycle, 22°C) with ad
libitum access to food and water. The animals were maintained in compliance with European
standards for the care and use of laboratory animals and experimental protocols approved by
the local Animal Ethical Committee (agreements N°CEEA 07430, 01134.01 and 01134.03).
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b. GLP-1 secretion

Mice were fasted from the time of gavage with vehicle or compound as indicated in
figure legend, and gavaged with sitagliptin (25 mpk) 1 hour or with Omarigliptine (2 mpk) before
blood (250 pL) was sampled by retro-orbital venipuncture under isoflurane anaesthesia in EDTA-
coated tubes containing DPP-4 inhibitors diprotin A (Sigma-Aldrich). Active GLP-1 plasma
concentration was measured by ELISA (Millipore).

c. Gallbladder volume measurement

Mice were killed by cervical dislocation. Gallbladder volume (length x width x width) was
evaluated using a vernier caliper and removed to measure compound content.

d. OGTT

After an overnight fasting, mice were gavaged with vehicle or compound and fasted for 7
hours. A bolus of glucose was administrated by gavage and glycemia were measured at 0, 15,
30, 60, 90 and 120 min by glucometer (Roche).
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