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Introduction

Le cancer forme un enjeu de santé publique fort au niveau mondial. D’aprés 'OMS et son
projet GLOBOCAN (www.who.int/cancer/en), en 2012, 14,1 millions de nouveaux cas et 8,2
millions de décés suite a un cancer ont été enregistrés. De plus, il a été estimé une augmentation
de 70 % de nouveaux cas pour 2030.[1,2] Bien que sa mortalité diminue depuis deux décennies,
au moins pour certains types de cancer, son incidence globale augmente en raison du
vieillissement de la population, de la généralisation des techniques d’exploration et dépistage et

des causes environnementales.

Malgré les traitements disponibles (la chirurgie, la radiothérapie et la chimiothérapie), il est
nécessaire de développer de nouvelles thérapies contre le cancer plus efficaces et moins
envahissantes. D’'une part, les médicaments cytotoxiques « classiques » ou antinéoplasiques
présentent de nombreux inconvénients comme des phénoménes de résistance, de récidive et de
haute toxicité pour toutes les cellules a prolifération rapide. D’autre part, les thérapies ciblées
présentent des résistances qui entrainent parfois I'échec de ces thérapies. De nouvelles approches
ont été développées ces derniéres années comme celle de la régulation épigénétique du cancer.
Cette approche impliquant une reprogrammation cellulaire a montré des résultats trés intéressants
et prometteurs,[3,4] comme des inhibiteurs d’histone désacétylase (HDAC) en essais cliniques ou

mis sur le marché (par exemple, panobinostat en 2015).[5]

Il a été démontré que dans une situation tumorale, le profil épigénétique est dérégulé.[6]
Nous nous sommes ainsi intéressés au profil de méthylation de 'ADN et des histones, et plus
particuliérement a linhibition de DOT1L, une histone méthyltransférase (HMT) impliquée dans la

leucémie MLL-r.

La leucémie MLL-r est caractérisée par une translocation du géne MLL conduisant a
'expression de I'histone méthyltransférase MLL inactive. Cette protéine recrute DOT1L avec
d’autres partenaires de fusion tels que AF4, AF9, AF10, ENL, ELL. L’activité accrue de DOT1L,
méthylation du résidu Lys79 de I'histone 3 (H3K79), conduit a I'expression d’oncogénes (comme
HOXA9, HOXA10 et MEIS1) liés a la leucémie.[7-10] Il a été démontré que I'inhibition de DOT1L
conduit a I'hypométhylation de ces genes, ce qui implique leur répression. Les inhibiteurs de
DOT1L (DOT1Li) stoppent la prolifération spécifiquement des cellules leucémiques MLL-r, tout en

arrétant le cycle cellulaire, et conduisant a la différentiation et a 'apoptose (figure 1).[10]

SAM SAH

e i

DOT1L

NH, NH

M CH;

Figure 1: Action des inhibiteurs de DOT1L

H3K79
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A ce jour, les inhibiteurs nucléosidiques de DOT1L comme les composés EPZ004777 et
EPZ-5676 (pinometostat) ont montré des bons résultats biologiques, malgré leur faible stabilité
chimique et pharmacologique. D’ailleurs, des essais cliniques récemment achevés ont été réalisés
avec le composé EPZ-5676 dans le traitement de la leucémie et les syndromes myélodysplasiques
(SMD) (ClinicalTrials.gov : NCT02141828 et NCT01684150). Bien qu’il montre une efficacité
insuffisante en monothérapie, une étude d’échelonnement de Phase | avec des patients
pédiatriques, débuté en 2014, et des études précliniques en combinaison avec d’autres agents
anticancéreux sont actuellement en cours.[11] Il est donc nécessaire de développer des nouveaux

inhibiteurs de DOT 1L, plus stables avec une activité biologique intéressante.

L'HMT DOT1L et ADN méthyltransférase (DNMT) utilisent toutes les deux le cofacteur
SAM pour leur activité catalytique. Notre projet est de concevoir et de synthétiser de nouveaux
inhibiteurs potentiels de DOT1L a partir d'une approche mimant ce cofacteur. Des motifs
structuraux des inhibiteurs de référence, ainsi que d’un inhibiteur de DNMT, le composé SGI-1027,
ont été considérés et modulés. Ces composés sont constitués de trois parties : A) partie
aminopyrimidine ou triazinique, B) noyau benzénique, phénolique ou hétérocyclique et C) une
chaine portant une phénylurée ou un benzimidazole. Les composés ont été obtenus selon des
voies de synthése multi-étapes optimisées faisant appel a différents types de réactions : réactions
de substitution nucléophile aromatique (SyAr), hydrogénation catalytique, oxydation de Swern,
réduction, halogénation d’hétérocycles, amination réductrice, réaction de Gabriel, réaction de

Mitsunobu, couplage de type peptidique, couplage Buchwald-Hartwig, couplage d’Uliman.

Les différentes parties de nos composés ont été modulées afin d’explorer le site
catalytique de DOT1L. Les pharmacomodulations ont été guidées par les résultats préliminaires de
lactivité des composés sur I'enzyme (déterminé par la technique de scintillation utilisant le
cofacteur SAM radiomarqué) et par des études de modélisation moléculaire utilisant les données

cristallographiques de I'enzyme co-cristallisée avec les inhibiteurs de référence.

L'activité¢ des composés sur DNMT et sur d’autres HMTs SAM-dépendantes a été
déterminée afin d’étudier leur spécificité et d’identifier d’éventuels inhibiteurs mixtes. En effet, étant
donné le crosstalk de la méthylation de '’ADN et des histones, une approche multi-cible serait
intéressant dans le développement des molécules possédant un effet anticancéreux renforcé.[12—
15]
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Chapitre 1 : Généralités

1.1. Epidémiologie des cancers

Le cancer est un probléeme majeur de santé publique au niveau mondial. D’aprés 'OMS et
son projet GLOBOCAN, en 2012, 14,1 millions de nouveaux cas et 8,2 millions de décés suite a un
cancer ont été enregistrés. De plus, il a été estimé une augmentation de 70 % de nouveaux cas
pour 2030.[1,2]

Bien que les régions avec un indice de développement humain élevé (IDH) montrent une
incidence plus importante que les régions possédant un IDH moins élevé, les premiéres
représentent une proportion globale moins importante que les deuxiemes. Ainsi, 57 % (8 millions)
de nouveaux cas et 65 % (5,3 million) de décés par cancer sont enregistrés dans les régions les

moins développées de la planéte (figure 1.1).[1,2]

Taux d’incidence estimé de cas de cancers au niveau mondial en 2012. L’age est
standardisé, les deux sexes sont inclus et le cancer de peau non-mélanome est exclu.
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Figure 1.1 : Taux d’incidence estimé de cas de cancers au niveau mondial en 2012. Adaptée de
GLOBOCAN 2012.[2]

D’apres I'Institut National du Cancer en France (INC), environ 384 442 nouveaux cas et 149
456 déceés par cancer en France Métropolitaine ont été estimés en 2015.[16,17] De maniére
générale, en France un gradient Nord-Sud est observé aussi bien chez 'lhomme que chez la
femme. Les régions du Nord de la France présentent sur la période 2005-2009 les taux d’incidence
les plus élevés. Le Nord-Pas-de-Calais a un taux d’incidence de 489,6 pour 100 000 chez ’'homme

et 304,3 pour 100 000, chez la femme. Les taux de mortalité par rapport a la moyenne francaise
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sur la période 2005-2009 sont de plus de 34 % chez 'homme et de plus de 16 % chez la femme
(figure 1.2).*
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Figure 1.2. Taux standardisés a la population mondiale (TSM) de mortalité par cancer a
I’échelle départementale en France métropolitaine et dans les DOM (2005-2009). Extraite de
©Les cancers en France, Les Données, INCa, édition 2015.*

A I'échelle internationale, le cancer du poumon, suivi du cancer du sein (chez les femmes) et
le cancer colorectal sont les plus fréquents. Le cancer de poumon est le plus mortel, suivi du

cancer du foie et du cancer colorectal (figure 1.3).[2]
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Figure 1.3. Incidence et mortalité estimées au niveau mondial, tous sexes confondus. Adaptée de
GLOBOCAN.[2]

En France Métropolitaine, le cancer de prostate (chez les hommes), suivi du cancer de sein
(chez les femmes) et le cancer colorectal sont les plus fréquents. Le cancer de poumon est le plus
mortel, suivi du cancer du cancer colorectal et du cancer du pancréas (figure 1.4).[2]
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Figure 1.4. Incidence et mortalité estimées en France Métropolitaine, tous sexes confondus. Adaptée
de GLOBOCAN.[2]

Les hémopathies malignes regroupent plusieurs maladies du systéme hématopoiétique,
différentes du point de vue biologique, clinique et du pronostic. En 2012, le nombre de nouveaux
cas d’hémopathies malignes en France métropolitaine est estimé a 35 000, ce qui représente 10 %
des nouveaux cas de cancer. Bien que plus de la moitié des cas d’hémopathies malignes
surviennent aprés 60 ans, chez les enfants de moins de 15 ans, les leucémies représentent 29 %
des cas (dont 80 % de leucémies aigués lymphoblastiques) et les lymphomes représentent 11 %

des cas.[17]

Chez l'adulte, 5 % des LLA et entre 5 & 10 % des LMA présentent un réarrangement du
gene MLL. Les réarrangements de MLL sont fréquents dans les leucémies chez I'enfant : 70 % des
LLA et entre 35 a 50 % des LMA. D’ailleurs, la translocation du géne MLL est fréquente dans les
leucémies survenues aprés un traitement avec des inhibiteurs de topoisomérase II. Méme si les
leucémies présentant des translocations du géne MLL montrent une faible incidence, il s’agit de

cancers de mauvais pronostic, d’ou l'intérét des nouvelles thérapies.[9,18]

1.2 Les cancers

Chez 'Homme, les différents types de cellules se divisent et proliféerent de fagon contrdlée
selon les besoins de l'organisme. Lorsque les cellules ont vieilli ou ont été en grande partie
endommageées, elles activent le systéme de mort cellulaire programmée (apoptose), elles sont
détruites et, selon le cas, sont remplacées par de nouvelles cellules. Le cancer correspond a une
anomalie dans ce processus : I'ADN des cellules cancéreuses est endommagé ou modifié par

différents facteurs, ce qui affecte leur cycle cellulaire. Les cellules ignorent ainsi les signaux limitant
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leur prolifération et elles échappent aux phénoménes d’apoptose. Ces cellules anormales se
multiplient et se propagent de fagon anarchique. De fagcon générale, on distingue deux types de
cancers : ceux qui touchent le systeme hématopoiétique et ceux dits « solides » entrainant la
formation d'un amas cellulaire, la tumeur. Les cellules d’'une tumeur sont localisées au sein du tissu
d’'un organe et peuvent éventuellement migrer vers d’autres parties du corps par la circulation

sanguine pour former des métastases (figure 1.5).[19]

£ % * Facteurs biologiques

Facteurs genetiques
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7~ sk

M Facteurs physiques

Cellule normale

@/—_""ﬁ\"‘

Métastases

Tumeur vascularisée grace a Dissémination via
I'angiogenése la circulation sanguine

Figure 1.5. Processus de tumorigenése

Les altérations cellulaires conduisant au processus de cancérogenése sont dues a des
agents extérieurs et a des facteurs génétiques du sujet.[17,20] Les agents extérieurs peuvent étre
des cancérogénes physiques (rayonnements, radiations, alimentations...), des cancérogénes
chimiques (amiante, arsenic, tabac...) et des cancérogénes biologiques comme des infections
dues a certains virus (Papillomavirus, virus de I'Hépatite B&C, virus de Eppstein-Barr...), des
parasites (Opisthorchis viverrini, Clonorchis sinesis, Schistosoma haematobium...) et d'une
bactérie (Helicobacter pylori). Les facteurs génétiques impliquant des mutations de certains génes,
des duplications, des translocations dans le génome, participent a la formation de cancers.[21] En
particulier, certains génes ont été identifiés pour jouer un réle important dans la cancérogénése :

e les proto-oncogénes, comme des génes codant pour une protéine régulatrice du cycle
cellulaire et de la différenciation cellulaire, devenant des oncogénes lorsqu’ils sont mutés ;

e les génes suppresseurs de tumeurs (GST), des régulateurs de la division cellulaire, limitant
la prolifération des cellules cancéreuses ;

e les génes réparateurs de I'ADN, possédant comme réle de détecter et réparer des erreurs

commises lors de la réplication de I'ADN.
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Dans le cas d'une cellule tumorale, I'équilibre entre la prolifération et I'apoptose est
bouleversé, et il y a une activation des oncogénes et une inactivation des génes suppresseurs de

tumeurs et des génes réparateurs de '’ADN (figure 1.5).

Les mutations des génes prolifératifs et antiprolifératifs provoquent une modification du

cycle cellulaire des cellules cancéreuses les dotant de propriétés spécifiques (figure 1.6) :[19]

Autosuffisance en Insensibilité aux
facteurs de croissance inhibiteurs de croissance

Résistance au
systéme immunitaire

Reprogrammation du
métabolisme énergétique

Echappement
a l'apoptose

Potentiel réplicatif illimité

Pouvoir inflammatoire
permettant la progression
tumorale

Instabilité génomique

Développement de Invasion tissulaire et formation
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Figure 1.6. Propriétés des cellules cancéreuses. Adaptée de Hanahan D. et Weinberg 2011.[19]

1.2.1 Classification des cancers

Les cancers peuvent étre classifiés selon différents criteres.[1,16] Une classification oppose
les tumeurs solides aux tumeurs des cellules sanguines. Les tumeurs solides, caractérisées par
une masse individualisée, sont distinguées des cancers atteignant des cellules sanguines, qui sont
diffuses dans l'organisme.

Bien que les cancers regoivent leur nom selon I'organe touché (cancer de poumon, cancer
de sein...), ils peuvent également étre classifiés en fonction de leur histologie, la nature du tissu
affectée. Ainsi, 'on distingue :

e Les carcinomes, ou les cellules cancéreuses apparaissent dans un épithélium. Dans cette
famille, on distingue les adénocarcinomes qui se développent a partir de I'épithélium d'une
glande telle que le sein et la prostate.

e Les sarcomes, ou les cellules cancéreuses apparaissent dans un tissu conjonctif ou « de
support » comme les o0s, la graisse ou les muscles.

e Les cancers hématopoiétiques affectent le systéme hématopoiétique. C'est le cas des

leucémies, des lymphomes et des syndromes myélodysplasiques.
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La leucémie correspond a I'ensemble des maladies prolifératives du systéeme hématopoiétique. Ce

dernier est constitué de différentes cellules (figure 1.7).
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Figure 1.7. Cellules du systéme hématopoiétique

Les cellules sanguines sont issues d'une cellule souche sanguine commune qui se
différencie pour donner naissance a deux lignées de cellules souches distinctes : myéloide et
lymphoide.

Les cellules souches myéloides se différencient pour donner des érythrocytes (aussi
nommés globules rouges), des thrombocytes (aussi nommeés plaquettes), des myéloblastes et des
monoblastes. Les myéloblastes se différencient en granulocytes et les monoblastes en

monocytes.

Les cellules souches lymphoides se différencient en lymphoblastes qui donneront naissance
aux lymphocytes B & T et aux cellules « Natural Killers » (NK). Les lymphocytes B sécrétent des
anticorps. Les lymphocytes T synthétisent des facteurs solubles appelés cytokines et deviennent

les acteurs de lI'immunité a médiation cellulaire.

Les érythrocytes ont pour fonction de transporter I'oxygéne vers tous les tissus du corps. Les

plaquettes participent au phénomene de coagulation, impliquant la formation des caillots dans les

33



These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

vaisseaux sanguins endommagés afin d’arréter les saignements. Les monocytes, les macrophages
et les granulocytes, ensemble avec les lymphocytes et les cellules « NK» composent les
leucocytes (aussi nommés globules blancs) qui agissent sur les agents pathogénes selon

différents mécanismes immunitaires (anticorps, cellulaire, phagocytose...).

La leucémie apparait lorsque des cellules souches sanguines présentes dans la moelle
osseuse subissent des altérations qui rendent leur mode de croissance et/ou leur comportement
anormal. Ces cellules anormales, appelées cellules leucémiques, se multiplient peu a peu et
finissent par envahir les cellules sanguines non altérées qui sont alors incapables d’accomplir leurs

fonctions.

On peut classer les différents types de leucémies selon leur évolution : aigué et chronique.
La leucémie aigué implique que la maladie s’installe rapidement : quelques jours ou quelques
semaines a peine ont lieu entre les premiers symptdmes et le diagnostic. Elle se caractérise par
une augmentation du nombre de cellules non matures (blastes) et non fonctionnelles dans la
circulation sanguine. Au contraire, la leucémie chronique s’installe progressivement et elle évolue

lentement. Dans ce cas, des cellules matures non fonctionnelles sont présentes dans la circulation.

Parallélement, on peut distinguer deux types de leucémies suivant la lignée cellulaire

affectée : leucémies myéloides et leucémies lymphoides.

Ainsi, on distingue la leucémie myéloide aigué (LMA) et la leucémie myéloide chronique
(LMC). La LMA est la forme la plus courante de leucémie aigué chez les adolescents alors que la
LMC touche surtout les adultes. Egalement, on distingue la leucémie lymphoide aigué (LLA) et la
leucémie lymphoide chronique (LLC). La LLA est la forme la plus répandue de leucémie aigué
chez les jeunes enfants tandis que la LLC affecte principalement les personnes agées de plus de

60 ans.

La leucémie myéloide aigué (LMA) montre de multiples différences au niveau
morphologique et immunohistochimique. Elle est associée a des translocations du locus 11923
(chromosome 11) avec d’autres partenaires chromosomiques comme les chromosomes 4, 6, 11 et
19. Les leucémies montrant des translocations du géne MLL au locus 11923 sont des pathologies
avec un pronostic trés faible.[9,22] Nous nous sommes intéressés en particulier a la leucémie
présentant des translocations du géne MLL (leucémie « myeloid/lymphoid » ou « mixed-lineage

leukemia »)

1.2.2. Traitements des cancers

Actuellement, malgré les traitements disponibles (la chirurgie, la radiothérapie et la

chimiothérapie), il est nécessaire de développer de nouvelles thérapies contre le cancer plus
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efficaces et moins envahissantes. Les médicaments cytotoxiques « classiques » ou
antinéoplasiques comme les alkylants, les agents intercalants, les anti-métabolites ou les agents
endommageant 'ADN présentent de nombreux inconvénients comme des phénoménes de
résistance, de récidive et de haute toxicité pour toutes les cellules a prolifération rapide. Les
thérapies ciblées, principalement des inhibiteurs de tyrosine kinase (anticorps monoclonaux et
« petites molécules »), qui ciblent spécifiquement des mécanismes d'oncogenése ont permis une
grande évolution dans le traitement du cancer mais certains patients présentent des résistances

qui entrainent parfois I'échec de ces thérapies.

La chimiothérapie est souvent utilisée en association avec la chirurgie et/ou la radiothérapie.
Les anticancéreux peuvent étre administrés en monothérapie ou en association pour des

traitements personnalisés (médicaments possédant différents mécanismes d’action).

Aujourd’hui la connaissance du génome humain et de I'épigénétique a dirigé la recherche
vers de nouvelles approches du traitement du cancer : en effet il est démontré qu'il est possible de
moduler la réponse biologique en contrblant I'acces aux informations génétiques via la régulation

épigénétique.[23,24]

1.3 L’épigénétique

L’épigénétique est I'ensemble des modifications de I'expression des génes qui sont
transmissibles lors de la mitose et/ou la méiose mais n’entrainent pas de modifications dans la
séquence d’ADN, menant a un phénotype héritable et stable.[6,23,25] Le programme épigénétique
est crucial pendant le développement, du fait que la différenciation peut avoir lieu en réprimant ou
en exprimant des génes particuliers, et sa stabilité est essentielle pour mener a bien des fonctions
cellulaires variées telles que [linactivation du chromosome X, I'empreinte parentale, la

variégation...[23,26]

Chez les eucaryotes le matériel génétique est organisé dans une structure appelée
chromatine, dont l'unité fonctionnelle est nommée nucléosome. Les nucléosomes sont composés
d'un segment court d'ADN (~146 paires de bases) enroulé autour d’'un octamére d’histones, deux
histones de chaque classe, H2A, H2B, H3 et H4 (figure 1.8).[27,28]
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Figure 1.8. Représentation schématique de I'organisation du matériel génétique et de I’approche
épigénétique

La chromatine peut adopter une configuration décondensée lié a la transcription génétique
(euchromatine), mais aussi une configuration condensée lié a la répression de la transcription
(hétérochromatine). Ces deux états de la chromatine sont définis par des modifications
épigénétiques. Ces modifications concernent tant 'ADN que les histones, et elles sont étroitement
liees.[29,3] Le profil épigénétique est contrélé par les régulateurs épigénétiques qui sont sous-
divisés en « writers », « erasers » et «readers». Les « writers » catalysent I'addition des
modifications épigénétiques comme les méthyltransférases et les acétyltransférases. Les
« erasers » sont les enzymes qui effacent les modifications épigénétiques comme les histones
déméthylases et les histones désacétylases. Enfin, les « readers » sont les protéines a domaine
bromo, chromo, tudor... pouvant se lier a une modification spécifique et ainsi imposer une

conformation particuliére a la chromatine.[6,30,31]

Les deux phénomeénes épigénétiques les plus étudiés sont la méthylation et I'acétylation.
Ces phénomenes sur I'ADN et les histones sont étroitement liés et ils sont impliqués dans
I'activation ou I'extinction des génes.[26,23,24]

Ces derniéres années, la recherche a pu montrer que la régulation épigénétique a un rble

clé dans la cancérogenése et la progression tumorale. En effet, le profil épigénétique est altéré
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dans une situation cancéreuse. Contrairement aux changements génétiques, qui sont irréversibles,
les aberrations épigénétiques sont des modifications chimiques réversibles.[24,26] Ainsi, des
molécules capables de rétablir I'équilibre épigénétique afin de reprogrammer les cellules

représentent des outils thérapeutiques potentiels pour le traitement du cancer.[3-6,32]

1.4 La méthylation : une modification épigénétique

La méthylation est une des modifications épigénétiques les plus étudiées. Elle peut avoir
lieu tant sur TADN que sur les histones et elle est impliquée dans I'activation ou la répression de la

transcription génétique. Ces phénomenes sont étroitement liés I'un a 'autre, on parle de crosstalk.

1.4.1 Méthylation de ’ADN

Chez 'Homme, la méthylation de 'ADN est décrite comme un phénomeéne épigénétique
stable. Elle a lieu en position 5 (C5) de la cytosine principalement au niveau des dinucléotides CpG
grace aux ADN méthyltransférases (DNMTs).[27,29]

Les dinucléotides CpG sont répartis de fagon non uniforme dans le génome, avec une sous-
représentation générale, mais un enrichissement dans de courtes régions, appelées ilots CpG,
positionnées au niveau du promoteur d’environ 60 % des génes.[25] De faibles niveaux ou un
manque de méthylation d’ADN dans la région du promoteur, associés a une hyperméthylation
globale, sont corrélés a une expression de génes active en raison de la configuration « ouverte »
de la chromatine, permettant l'interaction de I'ADN avec les complexes de transcription. En
revanche, la méthylation d'llots CpG dans le promoteur, associée a une hypométhylation globale,
est corrélée a une configuration « fermée » de la chromatine, ainsi I'expression de génes est
bloquée (figure 1.9).[25,26]
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Figure 1.9. Différences des profils de méthylation dans les cellules normales et les
cellules cancéreuses

La méthylation de 'ADN est responsable des profils d’expression génétique spécifiques a
différents tissus et aux différents stades du développement. Les réles de la méthylation de 'ADN
au niveau des différentes parties des génes font I'objet de nombreuses études ces derniéres

années.

La méthylation de 'ADN a un rdle important dans plusieurs fonctions biologiques :
'embryogenése, I'empreinte parentale, [linactivation du chromosome X, la différenciation
cellulaire... Néanmoins, le profil de méthylation de 'ADN peut étre altéré, conduisant a une sur- ou
sous-expression de génes, ce qui méne aux pathologies diverses, comme la schizophrénie, le

syndrome de Rett ou le cancer.[27,33-37]

Au cours de la tumorigenése, il existe deux aberrations de la méthylation de I'’ADN :
'hyperméthylation de génes suppresseurs de tumeurs et 'hypométhylation du génome conduisant
a une instabilitt chromosomique et/ou a I'expression d’oncogénes. En effet, il a été mis en
évidence que dans une situation tumorale il existe une hyperméthylation des régions promotrices
des geénes suppresseurs de tumeurs (GST) menant a leur extinction.[24,38] Les GST sont
impliqués dans différents processus :

o le cycle cellulaire, tels que les inhibiteurs de kinases cyclin-dependents (CDK) ou protéine
du rétinoblastome (RB) ;

o lintégrité du génome, tels que TP53, cancer de sein 1 (BRCAT), Os-methylguanine ADN
méthyltransferase (06-MGMT), mutL homolog 1 (WMLH1) ;

e lapoptose, tels que caspase 8, death-associated protein kinase (DAPK) ;
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¢ la migration cellulaire, tels que cadhérine E (CDH1), inhibiteur de métalloprotéinase 3 (TIMP-
3)
e réponse aux facteurs de croissance, tels que le phosphatase and tensin homolog (PTEN),

les récepteurs a cestrogénes (ER)

Il est ainsi reconnu que le profii de méthylation joue un rble de biomarqueur.[25,27]
L’inhibition de la méthylation de 'ADN est donc une approche intéressante dans le traitement du
cancer.[3,39-42]

Trois types de DNMTs, DNMT-1, -3a et -3b, catalysent le transfert d'un groupement méthyle
de la S-adénosyl-L-méthionine (SAM ou AdoMet) sur la position 5 de la cytosine principalement
dans les dinucléotides CpG.[34]

DNMT1 a été la premiére ADN méthyltransférase décrite. Elle est la plus abondante dans
les cellules somatiques, posséde 1616 acides aminés et présente trois isoformes dans la plupart
des cellules eucaryotes : DNMT1s (somatic cells, cellules somatiques), DNMT10 (oocyte) et
DNMT1p (pachyténe). La DNMT1 est une méthylase de maintenance : elle a une affinité plus
importante pour T’ADN hémi-méthylé (ou les CpGs sont méthylés sur un seul brin d’ADN et non sur
l'autre) que pour 'ADN non-méthylé, elle intervient donc principalement dans la méthylation des
brins récemment synthétisés aprés la réplication d’ADN, assurant la transmission du profil de
méthylation de la cellule mére aux cellules filles. En effet, l'inactivation du géne DNMT1 chez la
souris peut conduire a une déméthylation importante du génome et a la Iétalité de 'embryon. Dans
les cellules normales, le knockout partiel ou total de DNMT1 produit 'apoptose, des défauts
mitotiques graves et la tumorigenése étant donné linstabilité chromosomique. Dans les cellules
cancéreuses, l'inactivation de DNMT1 peut permettre d’arréter la croissance tumorale et de
repousser le stade de non-différenciation sans augmenter l'invasion des cellules. Ainsi, elle se

révéle étre une cible thérapeutique intéressante dans le traitement du cancer.[27]

DNMT3a et DNMT3b aident DNMT1 au processus de méthylation pendant la réplication. A
la différence de DNMT1, DNMT3a et DNMT3b sont présentes de fagon moins importante dans les
cellules somatiques, et elles ne possédent pas une affinité particuliere pour les sites CpG hémi-
méthylés ou non-méthylés. Méme si elles participent dans la méthylation de maintien, leur role
principal est la méthylation de novo. DNMT3a est impliquée dans le mécanisme de I'empreinte
parentale et elle méthyle principalement les régions pericentromériques de I'’ADN. DNMT3b
pourrait méthyler les régions centromériques de 'ADN, et des altérations de celle-ci conduisent
aux syndromes d’immunodéficience et aux instabilités centromériques. Il existe deux isoformes
différentes de DNMT3a, tandis qu'il y en a plus de 30 de DNMT3b.[43,44]
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DNMT3L est une protéine qui ne présente pas de site catalytique et donc ne montre pas une
activité propre. En réalité, elle est le coactivateur de DNMT3a et de DNMT3Db, et elle participe dans
linteraction avec les différents acteurs de la chromatine. Ceci permet une augmentation de
l'activité d’'un facteur de 1,3 a 4.[44,45]

La cristallographie aux rayons X du complexe DNMT3a/3L montre la formation d’un
tétramére (DNMT3L-3a-3a-3L), ce qui suggére une méthylation simultanée de deux sites CpG
séparés a une distance d’environ 10 pb. A noter, TRDMT1 correspond & une enzyme appelée

auparavant DNMT2, mais elle est réellement une ARN C5 méthylase.[27]

Les DNMTs possédent des caractéristiques communes : un domaine C-terminal bien
conservé entre les différentes espéces, responsable de l'activité catalytique et contenant des
motifs | & X qui forment le site de liaison avec le cofacteur SAM et le substrat (cytosine). Elles ont
un domaine N-terminal contenant le motif ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L) et le motif PWWP (Pro-
Trp-Trp-Pro), responsable de la reconnaissance du nucléosome. Ces motifs sont responsables de
la liaison a I’ADN et aux protéines guidant les DNMTs au noyau, a la chromatine et a 'ADN (figure
1.10).[27,46,47]

Regulatory domain Catalytic domain
SAM binding
PED (K?), 1 VvVl X X
DNMT1 | omaet i ([ cxxc BAM(1) aan) ||| [
N-terminal  "-° C-terminal |
1616aa
IWwwvovil X X
TRDMT1 | | |
(ex DNMT2)
415aa
I VvV X X
DNMT3A PWWP PHD
912aa
1ovwv Vil x x
DNMT3B PWWP PHD
853aa
1 vwv X
DNMT3L PHD 5 |

387aa

Figure 1.10. Représentation des DNMTs. Le domaine N-terminal posséde des motifs
permettant l'interaction avec 'ADN et d'autres protéines. Le domaine C-terminal contient 10
motifs bien conservés dans la famille de DNMTs. PBD : PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)
Binding Domain ; BAH : Bromo-Adjacent Homology ; PHD : Plant Homology Domain ; NLS :
Nuclear Localization Signal ; CXXC: CXXC-type zinc finger domain; PWWP : Proline-
Triptophan-Triptophane-Proline et ; TRF : Targeting Replication Foci. Extraite de Gros et al.
2012.[27]

Le mécanisme de transfert du groupement méthyle du cofacteur SAM sur la position 5 de la
cytosine est commun a toutes les méthyltransférases quelle que soit 'espece. La cytosine est
exposée a I'extérieur de I'hélice d’ADN vers la cavité catalytique de I'enzyme (figure 1.11-A). Le

thiol de la cystéine dans le motif IV réalise une attaque nucléophile en position 6 de la cytosine
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pour former I'’énamine correspondante. Le tripeptide ENV dans le motif IV, contenant un résidu de
glutamine, permet la protonation du N3. A son tour, la double liaison de I'énamine attaque le
méthyle sur le soufre du cofacteur SAM. Une B élimination réalisée par une base (particuliére au
type de DNMT) dans le site actif permet la libération d’'une molécule de S-Adénosyl-L-
Homocystéine (SAH ou AdoHcy), le recyclage de I'enzyme et la libération du substrat méthylé
(figure 1.11-B).[27]
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Figure 1.11. A) Représentation du site catalytique des DNMTs. B) Mécanisme catalytique de la
méthylation de ’ADN. C) Mécanisme de la 5-azacytidine (azacitidine) et la 5-aza-2'desoxycytidine
(décitabine). Le substrat (cytidine de 'ADN ou linhibiteur) en bleu, le cofacteur SAM en rouge et le thiol
catalytique (appartenant a 'enzyme) en vert.

Plusieurs approches permettant d’inhiber la méthylation de 'ADN ont été développées
(figure 1.12).[3,40]
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Figure 1.12. Représentation schématique des différentes approches pour I'inhibition de ’ADN. DNMT :
ADN méthyltransferase ; IPP : interaction protéine—protéine ; SAM : S-adénosyl-L-méthionine ; CRO:
oligonucleotides d’ARN chimérique ; miARN : micro ARN ; siARN : petits ARN interférents. Adapté de
Castillo-Aguilera et al.[3]

Inhibiteurs nucléosidiques

L’approche la plus avancée est I'inhibition des DNMTs par des analogues de la cytidine
étant des substrats suicides. En effet, la 5-azacytidine (azacitidine, AZA, Vidaza®) (1) et la 5-aza-
2'-désoxycytidine (décitabine, Dacogen®) (2) (figure 1.13) sont les deux seuls inhibiteurs de
DNMT (DNMTi) acceptées par la « Food and Drug Administration » (FDA, Etats-Unis d’Ameérique)
et par ’Agence Européenne des Médicaments (EMA) pour le traitement de la leucémie myeloide
aigué (LMA), la leucémie myélomonocytique chronique (LMMC) et les syndromes

myélodysplasiques (SMD).[3,24]

La 5-azacytidine (1) et la 5-aza-2'-désoxycytidine (2) sont des analogues de la cytidine dans
lesquels le carbone en position 5 a été remplacé par un atome d'azote et ils contiennent
respectivement un ribose et un désoxyribose. L'azacitidine, comme les autres analogues contenant
le ribose, s'incorpore a I'ARN ou a I'ADN (apres la désoxyconversion), tandis que la décitabine,
analogue contenant le désoxyribose, ne s'incorpore qu'a I'ADN, ce qui contribue a une diminution

d’effets secondaires.
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Figure 1.13. Structures des inhibiteurs nucléosidiques de DNMT

Les inhibiteurs dits de premiére génération s’intégrent au génome pendant la phase S
(réplication) du cycle cellulaire, ils sont reconnus par la DNMT et participent dans la méme réaction
que les cytosines normales avec la formation d'une liaison covalente entre la cystéine du site
catalytique de I'enzyme et leur position 6. Néanmoins, a la différence de la cytosine, la réaction de
B-élimination permettant de régénérer 'enzyme n’a pas lieu, d0 a la présence de I'azote en position
5, 'enzyme est piégée par linhibiteur suicide déclenchant sa dégradation (figure 1.11-C).[48,49]
Bien que ces molécules soient trés actives, elles montrent une instabilité chimique et métabolique
importantes. En effet, le noyau aza-pyrimidine est instable en solution aqueuse et toxique in vitro et
in vivo. D’allleurs, la cytidine désaminase catalyse la désamination de la position 4 et conduit ainsi
a la formation des composés de type 5-azauridine inactifs. (1) et (2) montrent également une faible

spécificité car elles intégrent 'ADN en remplagant les cytidines, ce qui conduit a des effets

secondaires.[27,50] De plus, (1) intégre aussi 'ARN.
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La zébularine (3) est un autre DNMTi, dont I'absence de groupement amino en position 4,
empéche [l'activation de la position 5, empéchant a son tour la méthylation, en stabilisant le
complexe DNMT-ADN et en ralentissant sa dissociation, sans induire un complexe covalent
irréversible. A la différence des substrats suicides, la zébularine est plus stable et moins toxique,
mais elle est efficace a des doses plus importantes, ce qui a limité son développement en essais
cliniques.[51-53]

Les DNMTi de deuxiéme génération sont les prodrugs de I'azacitidine et de la décitabine. Le
composé CP-4200 (4), un ester de I'acide elaidique de I'azacitidine, et SGI-110 (guadécitabine) (5),
le dinucléotide décitabine-p-déoxyguanosine, ont été développés pour améliorer le profil
pharmacocinétique des analogues de la cytidine.[50,54] (5) se révele plus résistante a la
désamination et présente un meilleur profil pharmacocinétique, avec moins d'effets cytotoxiques.
Actuellement il est en phase Il des essais cliniques pour le traitement de la LMA, des SMD et des
cancers de 'ovaire et du foie (NCT01261312, NCT02901899, NCT01752933).[3]

Des oligonucléotides, de courtes séquences d’ARN (environ 30 nucléotides) ont été
développés pour cibler des genes spécifiques et réduire I'activité catalytique de DNMT. Quelques-
uns ont montré des résultats intéressants in vitro et une hypométhylation liée a une ré-expression
des GST. Néanmoins, leur développement clinique a été limité a cause de leur faible

biodisponibilité et leur instabilité dans les conditions physiologiques.[3,40]

Bien que les inhibiteurs nucléosidiques de DNMTs présentent une activité hypométhylante
importante, ils restent non spécifiques et engendrent des effets secondaires. Des inhibiteurs non-

nucléosidiques ont donc été développés ces vingt derniéres années.

La grande famille de DNMTi non-nucléosidiques comporte différentes structures chimiques
mais possédent des mécanismes variés qui n'impliquent pas l'incorporation a I'ADN (figure 1.14).
Les produits naturels représentent une source importante de composés biologiquement actifs. Par
exemple, le polyphénol (-)-epigallocatechin 3-gallate, (EGCG) (6) ou I'antibiotique de type quinone
nanaomycine A (7) ont montré une activit¢ hypométhylante et une réactivation de certains GST
(tels que P16, P21, MGMT, RARp2), malgré leur manque de spécificité et 'absence d’activité

directe sur les DNMTs dans certains cas.[565-59]
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Figure 1.14. Structures des inhibiteurs de DNMT non-nucléosidiques. Les ICsq et les ECso correspondent
respectivement a la concentration inhibitrice médiane et a la concentration efficace médiane. Les deux sont
calculés par différents tests enzymatiques, donc les valeurs ne sont pas homogenes.
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Des médicaments mis sur le marché auparavant pour d’autres pathologies ont été
repositionnés pour leur effet déméthylant, tels que I'amide procainamide (8), un médicament
antiarythmique, et son analogue ester procaine (9), un médicament anesthésique. Ces molécules
se lient a 'ADN et bloquent ainsi I'activitt de DNMT, conduisant a la réactivation de certains
GST.[60-62] L’hydralazine (10), un médicament antihypertenseur, conduit également a la

réactivation de certains GST sans causer une déméthylation globale chez les cellules.[60,63]

Plusieurs composés ont été également élucidés par des Criblages Haut Débit (HTS, High-
Throughput screeening) sur DNMT ou par des Criblages Virtuels (VS, Virtual Screening)[33,64—
66]. Le produit naturel acide lacaique A (11) et le dérivé sulfonamide SW155246 (12) ont été issus
des études HTS en tant qu’inhibiteurs de DNMT avec une activité déméthylante considérable sur
les régions promotrices de certains GST conduisant a leur réactivation.[67—69] Des flavones et des
flavonones comme (13) et la dichlone (14), utilisée comme fungicide, ont été également élucidées
par HTS.[33,64] La dichlone (14) a permis de réactiver I'expression du géne YFP dans la lignée

cellulaire HEK293 via la déméthylation du promoteur.[33]

Le phthalimido-L-tryptophane RG-108 (15) a été identifié dans une étude de VS, et ensuite
validé in vitro en tant qu’inhibiteur de DNMT. Il conduit aussi a la réactivation des certains GST
chez la lignée cellulaire HCT116 (cancer du cblon-rectum).[70,71] L’optimisation de ces hits ainsi
élucidés ont permis I'obtention de nouvelles molécules possédant une activité inhibitrice de DNMT
plus importante, tels que les dérivés maléimides RG-108-1 (16), (17) et (18) congus a partir du RG-
108 (15).[38,72] Le composé SGI-1027 (avant nommé S-1027) (19) est le résultat des
pharmacomodulations d’une famille de sels bisquaternaires liant '’ADN.[73] Ce dérivé quinoléinique
lipophile montre une activité inhibitrice vers DNMT1, 3a et 3b en se liant a 'ADN.[74] D’ailleurs, il
cause la dégradation de DNMT1 par la voie du protéosome, inhibe la méthylation de I'ADN et il
réactive l'expression des GST TIMP3, MLH1 et P16"** chez les cellules HCT116 (cancer du
cblon).[75,76] Grace a une étude de modélisation moléculaire, il a été mis en évidence qu'il se
place dans la cavité accueillant le cofacteur SAM.[66] Les analogues (20) et (21) résultent des
pharmacomodulations autour de SGI-1027 (19), montrant aussi une activité importante sur
DNMT.[34,66]

Méme si la plupart des DNMTi présente une haute toxicité, un manque de spécificité et une
instabilité chimique, ils ont été validés comme des outils thérapeutiques importants dans le
traitement du cancer. Ce sont les molécules non-nucléosidiques qui se révelent les plus
prometteuses du fait qu'elles ne s'incorporent pas a I'ADN, ce qui pourrait entrainer moins d'effets
secondaires.[3,24,40]

1.4.2 Méthylation d’histones

Les histones sont les principaux constituants protéiques des chromosomes et subissent

plusieurs modifications post-traductionnelles : acétylation, phosphorylation, ubiquitinylation,
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sumoylation, méthylation...[41,77,78] L'acétylation et la méthylation ont un réle important dans la
régulation des génes. En effet, les histones sont enrichies en résidus de lysine et arginine étant
responsables des interactions électrostatiques, en particulier des liaisons hydrogéne avec I'ADN
chargé négativement. L'acétylation et la méthylation sur ces résidus modifient donc les propriétés
électrostatiques et stériques des histones et contrblent ainsi I'accessibilité aux génes entourant le
coeur d'histones.[28] La méthylation des histones a lieu sur les lysines par les lysines
méthyltransférases (HKMT, histone lysine methyltransferases) mais aussi sur les arginines par les
arginines méthyltransférases (PRMT, protein arginine N-methyltransferases), au coeur ou aux
queues des histones. Les résidus de lysine peuvent étre mono-, di- ou tri-méthylés, tandis que les

résidus d'arginine peuvent étre di- ou tri-méthylés.[35]

La méthylation des histones, comme la méthylation de I'ADN, peut étre impliquée, selon la
localisation, dans I'activation (tels que H3K4me1/me2/m3, HK36me3, H3K79me1/me2/me3,
H4R3me1, H4K20me1) ou dans la répression (tels que H3K9me2/me3, H3K27me3) des
genes.[3,78,79]

Il a été montré que la méthylation des histones est un processus dynamique impliqué dans
de nombreuses fonctions biologiques : la prolifération cellulaire, la différenciation, la réparation de
I'ADN, la recombinaison... Le profil de méthylation des histones, comme le profil de méthylation de

I'ADN, peut étre altéré dans certaines pathologies, particulierement dans le cancer.[35,78]

Les histones méthyltransférases (HMTs) forment une famille de plus de 50 enzymes qui sont
responsables de la méthylation des chaines latérales des résidus de lysine ou d'arginine des
histones ou d'autres protéines, car parfois non-spécifiques. Toutes les HMTs, comme les DNMTs,
utilisent le cofacteur SAM comme donneur de groupement méthyle et produisent les substrats

méthylés et la S-adénosyl-L-homocystéine (SAH).[26,35]

Les HMTs sont regroupées dans 3 familles distinctes : les PRMT (protein arginine N-methyl
transferases), la famille contenant le domaine SET (Sufvar]3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax),
domaine d'interaction protéine-protéine, et enfin la famille ne possédant pas le domaine SET. Cette
derniére famille ne posséde qu'une protéine bien conservée au cours de I'évolution, DOT1L, ainsi

que ses homologues existant dans d'autres organismes.[7]

Les PRMT composent une famille de 11 enzymes qui catalysent la mono- ou la
diméthylation des résidus arginine (R) sur les histones et sur d’autres protéines. Parmi ces PRMTs

nous pouvons citer :
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PRMT1 est responsable de la méthylation de I'histone 4 (H4) et d’autres protéines non
histones. Elle a un réle important dans la transcription, les voies de signalisation cellulaire,
I'épissage et la réparation de 'ADN.[80] Sa surexpression a été liée aux différents types de

cancers (sein, prostate, poumon, célon, vessie, leucémie).[81,82]

PRMT4 (nommée aussi CARM1) est responsable de :

—La catalyse de H3R17me2 et H3R26me2.

—La modification d’autres protéines non histones, comme par exemple, p300/CBP (CREB-
binding protein) et SRC-3 (Steroid Receptor Coactivator-3).

—La co-activation de facteurs de transcription, comme le récepteur a stéroides.

PRMT4 est aussi impliquée dans le développement du cancer de la prostate et du cancer du
sein.[83-86]

PRMT5 est une enzyme responsable de la catalyse de H4R3me et H3R8me2. Elle est
aussi active sur des protéines non histones comme P53 et programmed cell death 4 (PDCDA4). Elle
est également un répresseur transcriptionnel. La déregulation de PRMTS5 est lige a la

tumorigenése. [87,88]

Etant donné le réle important de ces enzymes dans la tumorigenése, leur inhibition se
révéle étre une stratégie thérapeutique contre le cancer. Parmi les PRMTi (figure 1.15), le
composeé (22)[89] est un inhibiteur de PRMT1, 'acide ellagique (nommé aussi TBBD) (23)[84] est
un inhibiteur de PRMT4 (CARM1), et GSK3235025 (nommé précédemment EPZ015666) (24) est
un inhibiteur de PRMT5. Une autre molécule, nommée GSK3326595 (nommé précédemment
EPZ015938, structure non dévoilée), inhibiteur de PRMTS, est en essai clinique (NCT02783300)
pour le traitement des tumeurs solides et du lymphome non-Hodgkinien.[90] Les inhibiteurs
sélectifs de CARM1 et de PRMT5 se lient dans le site catalytique au niveau d’une poche
accueillant le substrat, méme si l'activité de (24) est compromise par la liaison de SAM au site

catalytique.[3]
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ICs0 (PRMT1) =1.5 uM ICso (PRMT4) = 25 uM IC5q (PRMT5) = 0.022 uM

Figure 1.15. Structures des inhibiteurs de PRMT. Les ICsy correspondent a la concentration inhibitrice
médiane, calculées par différents tests enzymatiques, donc les valeurs ne sont pas homogénes.

La famille des HKMTs est caractérisée par son domaine SET (Sufvar]3-9, Enhancer of Zeste,
Trithorax), domaine d'interaction protéine-protéine. Elles sont responsables de la mono-, di- ou
triméthylation des résidus lysine des histones. Parmi les HKMT présentant un réle important dans

le développement des cancers se trouvent les exemples suivants.

La sous-famille SUV39 possédant le domaine SET est composée par Suv39H1, Suv39H2,
SETDB1 et G9/GLP. Cette famille est responsable de la méthylation du résidu lysine 9 de I'histone
3 (H3K9), modification épigénétique dépendante de la méthylation de 'ADN chez les cellules
cancéreuses.[91-93] G9a et G9a-like protein (GLP) catalysent la mono- et di-méthylation de ce
résidu (H3K9me1 et H3K9me2). G9a et GLP forment un complexe hétéromérique possédant
lactivité meéthyltransférase de H3K9 in vivo.[93-96] Par ailleurs, ce complexe favorise la
croissance tumorale, il a une influence sur le cycle cellulaire et sur différentes voies de
signalisation.[97] Chez les mammiféres, la méthylation de H3K9 et de 'ADN sont étroitement
associées. En effet, lorsque les génes G9a ou GLP sont mutés, une perte de la méthylation de
'ADN est observée. G9a et GLP peuvent recruter DNMT3a et DNMT3b directement ou
indirectement a travers la protéine M-phase phosphoprotein 8 (MPP8), ce qui conduit a la
méthylation de novo de 'ADN.[92,98-101]

Plusieurs inhibiteurs du complexe G9/GLP ont été développés (figure 1.16). Les composés
BIX-01294 (25), un compétiteur du substrat de 'enzyme, et BIX-01338 (26), compétiteur du SAM,
ont été découverts par une étude de HTS.[102] Les composés BRD9539 (27) et BRD4770 (28)
sont le résultat des pharmacomodulations autour de (25) et (26) afin d’améliorer leur sélectivité et
diminuer leur toxicité.[103] (27) est la forme active de (28), ce dernier est actif dans des essais
cellulaires et il réduit les niveaux de méthylation de H3K9, conduisant a [linhibition de la
prolifération des cellules PANC-1 (cancer du pancréas).[103] Le composé UNCO0638 (29) a

également été décrit en tant que sonde chimique. Il inhibe sélectivement G9a et GLP via un
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mécanisme de compétition avec le substrat, il réduit les niveaux de H3K9me2 chez plusieurs
lignées cellulaires comme MCF7 (cancer du sein), mES (mouse Embryonic Stem), MDA-MB231
(cancer du sein), et il module I'expression des genes régulés par G9a.[104]

G9a/GLP inhibitors
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28. R = OCH3, BRD4770 I1C50 (GLP) = 19nM

Figure 1.16. Structures des inhibiteurs de G9/GLP. Les ICsy correspondent a la concentration
inhibitrice médiane, calculées par différents tests enzymatiques, donc les valeurs ne sont pas
homogénes.

Enhancer of Homolog Zeste 2 (EZH2) et son homologue EZH1 font partie du cceur du
Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). Les complexes PRC1 et PRC2 sont impliqués dans la
répression de la transcription de certains génes. EZH2/EZH1 sont responsables de la méthylation
de H3K27, modification maintenant I'extinction des génes. L’expression ectopique d’EZH2 est
considérée comme un biomarqueur de métastases et des tumeurs de mauvais pronostic. EZH2 et
DNMT pourraient avoir un mécanisme croisé concernant I'extinction épigénétique qui contribue au
phénoméne de répression transcriptionnelle des certains génes chez les cellules
cancéreuses.[105-110] L’inhibition spécifique de EZH2 cause une diminution de H3K27me3 et

déclenche l'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose chez différentes lignées cellulaires.[111,112]

Plusieurs composés ont été développés a ce jour. Le composé CPI-169 (30), par exemple,
inhibe l'activité catalytique du complexe PRC2, il cause une diminution de H3K27me3 et active
'apoptose chez différents types cellulaires.[111,112] Les composés EPZ6438 (ou tazemetostat)
(31)[113,114], GSK126 (32)[115] et CPI-1205[111] sont en essais cliniques pour différents types
de cancer ((31): NCTO01897571, NCT02601950, NCT02601937, NCT02860286; (32):
NCT02082977 ; CPI-1205 : NCT02395601). Par ailleurs, la Food and Drug Administration (FDA) a
attribué le statut « Fast Track » a l'inhibiteur ’'EZH2, le tazemetostat, comme nouvelle classe de
traitement potentiel du lymphome folliculaire en rechute ou réfractaire avec ou sans mutations
activant EZH2. Le statut « Fast Track » permet de faciliter et accélérer le développement de
nouveaux candidats médicaments importants, permettant de les rendre plus rapidement

accessibles aux patients.[116]
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Ces inhibiteurs de EZH2 présentent un mécanisme d’inhibition par compétition avec le

cofacteur SAM.[3]
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Figure 1.17. Structures des inhibiteurs d’EZH2. Les ICsy correspondent a la concentration inhibitrice
médiane, calculées par différents tests enzymatiques, donc les valeurs ne sont pas homogeénes.

A la différence de toutes les HKMTs possédant le domaine SET (Su(var)3—-9, Enhancer of
Zeste, Trithorax), DOT1L (DOTT1 Like, disruptor of telomeric silencing) est la seule HKMT qui ne I'a
pas. En effet, DOT1L est plus proche des PRMTs, montré par un diagramme d’arbre construit
selon des caractéristiques structurales communes entre les différentes méthyltransférases (figure
1.18).[24,117]
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Figure 1.18. Diagrammes d’arbre de A) la famille PRMT et B) la famille PKMT. La longueur des
branches est proportionnelle a la distance calculée entre les différents membres de chaque famille.
Adaptée de Richon et al., 2011.[117]

Etant donné le réle de DOT1L dans le cancer, nous nous sommes intéressés au

développement des inhibiteurs de cette enzyme, présentée en détail dans la section suivante.
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1.5 DOT1L (DOT1 Like, disruptor of telomeric silencing)
1.5.1 Caractéristiques fonctionnelles et structurelles

DOT1 (disruptor of telomeric silencing) a été découverte chez la levure (Saccharomyces
cerevisiae) dans une étude génétique dont la suppression a produit des défauts dans I'extinction
télomérique (telomeric silencing), d’'ou son nom. L'homologue chez les mammiféres est appelé
DOT1L (DOT1 like). DOT1L est une HMT responsable de la mono-, di- et tri-méthylation exclusive
du groupement g-amino du résidu Lys79 de I'histone 3 (H3K79) chez 'Homme. Cette réaction se

fait a I'aide du cofacteur SAM et produit le substrat méthylé et SAH (figure 1.19).

ceeur

coeur ;
d'histones

d'histones

Figure 1.19. Mécanisme catalytique de DOT1L. Le substrat H3K79 est un bleu et SAM en rouge.

Le substrat H3K79 de DOT1L est localisé au coeur de l'histone 3 (H3), tandis que ceux
d'autres HMTs se localisent dans les queues des histones. DOT1/DOT1L est la seule enzyme
responsable de la méthylation sur H3K79, fait corroboré par le knock out de DOT1/DOT1L chez la

levure, Drosophila et la souris qui montre une perte total de la méthylation de H3K79.[28]

L’enzyme DOT1L humaine posséde 1537 acides aminés et présente des motifs bien
conserves entre les DOT1 des autres espéces qui forment le site catalytique des enzymes (figure

1.20).[118]
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Saccharomyces cerevisiae Dot1p (aa 1-582)
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Trypanosoma bruceiDOT1A (aa 1-295) DOT1B (aa 1-275)
Conserved motfs Consesved modfs

WIS

Catalytic domain Cataly$c domain
(131-222) (114-225)

Caenorhabditis elegans DOT-1.1 (aa 1-946)
Conserved mofs

1 —

Catalytic domain
(196 -308)

Mouse DOT1L (aa 1-1540)
Lysinerichreglon AF17
Conserved molifs (379-427) (479-659)

AFD
(829-972)
Human DOT1L (aa 1-1537)
Lysinerichregion CTDofRNApolll ENL/CyclinT2
Conserved motits (380-428) (618-627) (26-1095)
UiM STAT1
(361-380) (580-1138)

Figure 1.20. Structures de DOT1 et DOT1L des plusieurs organismes. Le domaine catalytique est
conservé entre les especes. Les motifs de liaison avec différentes protéines d’interaction sont montrés.
Extraite de Kim W, et al. 2014.[118]

Les motifs I, post |, 1l et Ill se trouvent également dans les méthyltransférases utilisant le
cofacteur SAM. D'ailleurs, les structures cristallines de DOT1 (figure 1.21-A) chez la levure et de
DOT1L humaine révelent une structure ouverte o/ composée par 7 feuillets B, caractéristique des

méthyltransférases dépendantes de SAM.[7]

53



Thése : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d'inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Ala244
Val135
Phe243 ?
0

Gly137
\ Trp30S
Phe223A l 1‘

N He Phe223A
H e

GIulBEA

Phe223 y G

Asp222A ==

\GV ’ i . . ‘
¥ 7 Glutse O\e(o i i ?

/
O

GIn186

Glyl63A GInle8A

Figure 1.21. A) Structure du complexe DOT1L (1-416) — SAM. B) Site actif de DOT1L montrant les
interactions avec SAM. C) Canal de liaison de la lysine. Le cofacteur SAM est schématisé en vert.
Extraite de Anglin et al.[28] et PDB : 3QOW.[117]

L'étude cristallographique du complexe DOT (1-416) — SAM (PDB: 3QOW) a permis
d'élucider les segments responsables de la liaison du cofacteur SAM : 1) résidus 161-169, 2)
résidus 186-191, 3) résidus 239-245, 4) résidus 133-139 et 5) résidus 221-224. Les segments 1 a
3 représentent des motifs de séquence consensus présents dans d'autres méthyltransférases
dépendant de SAM. Les segments 3 a 5 sont uniques a DOT1L. Notamment, le segment 4 fait
partie d’'une boucle flexible qui s'ouvre ou se ferme pour permetire l'entrée ou la sortie du
SAM/SAH. Le motif adénosine du cofacteur SAM présente des interactions hydrophobes,
notamment de type n—n avec le résidu Phe223, et 5 liaisons hydrogéne : a) NH, en position 6 de
I'adénine avec Asp222, b) N5 de 'adénine avec Phe223, c) N3 de I'adénine avec Lys187, et d, e)
2',3'-diol du ribose avec Glu186. Aussi, le motif acide aminé du SAM forme 5 liaisons hydrogéne
additionnelles avec les résidus Thr139, GIn168, Asn241, Asp161 et Gly163 (figure 1.21-B). Une
grande partie de la surface du cofacteur SAM se trouve a l'intérieur de la protéine, ce qui suggére

qu'il est fortement li¢ a DOT1L. Le groupement méthyle du SAM est positionné au nivau du canal
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responsable de la liaison a la lysine, formé par les résidus Phe243, Ala244, Val135, Gly137 et
Trp305. Le canal posséde une ouverture d’environ 4 A suffisamment large pour accommoder une
lysine triméthylée (figure 1.21-C).[28,117,119]

D’aprés les données cristallographiques, le cofacteur SAM adopte 2 conformations
différentes au sein des HKMTs et des PRMTs. La superposition des conformations du SAM
extraites des structures cristallines montre que SAM (ou SAH) adopte une conformation en « U »
(U shape) chez les HKMTs, exceptée pour DOTIL (figure 1.22-A). SAM/SAH adopte une
conformation linéaire et étalée chez les PRMTs et DOT1L (figure 1.22-B). Cette différence de
conformation peut étre utilisée pour le développement des inhibiteurs sélectifs de DOT1L entrant

en compétition avec le cofacteur SAM.[117,120]

A ‘\ B

Figure 1.22. Superposition des conformations du cofacteur SAM ou SAH extraites des structures
cristallines. A) Structures du SAM au sein de neuf HKMT : G9a (PDB : 3K5K), GLP (PDB : 3MO0), SETMAR
(PDB : 3BO5), SUV39H2 (PDB : 2R3A), SETD2 (PDB : 3H6L), SMYD3 (PDB : 3MEK), MLL (PDB : 2W52Z),
SET7/9 (PDB : 109S) et SETD8 (PDB : 1ZKK). B) Structures du SAM au sens de DOT1L (PDB : 1NW3) et
des trois PRMTs humaines : PRMT4 (CARM1) (PDB : 2V74), PRMT1 (PDB : 10RI) et PRMT3 (PDB : 2FYT).
Extraite de Yost et al. 2011.[120]

Malgré I'absence d'information expliquant la fagon dont se lie le substrat (nucléosome) a
DOT1L, une étude de modélisation suggére des interactions avec 4 histones du méme coté du
nucléosome.[28,119] Méme si la séquence 1-351 est conservée dans les autres H3K79
méthyltransférases, la protéine recombinante est inactive. La longueur minimale pour que DOT1L
humaine soit active est de 1-416, et le domaine C-terminal 391-416 est essentiel a l'activité. Ce
fragment contient 15 résidus basiques de Lys et Arg qui permettent une forte interaction
électrostatique avec I'ADN chargé négativement, et il est donc essentiel pour la reconnaissance et
la liaison enzyme - substrat. Une particularité de DOT1L est de méthyler son substrat au sein du

nucléosome, et non lorsqu'il est libre ou soluble.[28,118]

L'activité de cette enzyme est impliquée dans l'expression des génes, la régulation du cycle
cellulaire, la réponse aux lésions de [I'ADN, la prolifération, la différenciation et le

développement.[118]

Tout comme pour le profil de méthylation de I'ADN, le profil de méthylation des histones est

altéré dans les cellules cancéreuses.’® Des études ont montré que DOT1L est liee a la leucémie
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aigué, mais elle a aussi un réle fondamental dans la leucémie montrant des translocations du géne
MLL.

1.5.2 Role de DOT1L dans le cancer

Le géne MLL code pour une HKMT nommée MLL, responsable de la méthylation du résidu
Lys4 de lhistone 3 (H3K4). Lorsque le géne MLL subit un réarrangement, la protéine MLL (dite
onco-MLL) perd son activité. L'onco-MLL interagit avec des partenaires protéiniques tels qu’AF4,
AF9, AF10, ENL, ELL. Le complexe ainsi formé recrute DOT1L, et son activité catalytique
(méthylation de H3K79) cause une surexpression des genes (comme HOXA9, HOXA10 et MEIST),
genes qui menent finalement a l'initiation de la leucémie (figure 1.23).[7—-10]

A . . B _. . >
situation normale Situation cancéreuse

Gene MLL Gene MLL rearrangé

"

Expression génétique

Expression génétique

Figure 1.23. Roéle de DOT1L dans une situation cancéreuse. Dans une situation normale le géne sauvage
MLL code pour une HKMT nommée MLL, responsable de la méthylation de H3K4 et permet ['initiation de la
transcription. Lors d’une situation cancéreuse, I'oncogene de fusion MLL code pour une onco-MLL inactive qui
forme un complexe avec de partenaires de fusion (AF4, AF9, AF10, ENL, ELL...) et recrute DOT1L. La
méthylation d’H3K79 méne a la surexpression des génes impliqués dans la leucémie (HOX, MEIS).

Dans des études in vitro, chez des cellules leucémiques avec des translocations du géne
MLL (MLL-r), l'inhibition de DOT1L conduit a la régulation négative des génes de fusion de MLL
(comme HOXA9 et MEIST), ce qui montre que les inhibiteurs de DOT1L pourraient annuler les
effets de la méthylation aberrante de H3K79. Les inhibiteurs de DOT1L (DOT1Li) stoppent la
prolifération spécifiquement des cellules leucémiques MLL-r, tout en arrétant le cycle cellulaire, et

conduisant a la différenciation et a I'apoptose.[10]

Il a été récemment décrit que DOT1L a un role dans d’autres types de cancer tels que : le
cancer du sein,[121,122] du poumon,[123] de l'cesophage[124] et le neuroblastome.[125]

L’inhibition de I'enzyme est liée a une diminution du renouvélement cellulaire favorisant le
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phénomeéne de différenciation. Récemment, il a été montré que DOT 1L est liée au phénomene de
sénescence, son inhibition pourrait donc conduire a la reprogrammation cellulaire conduisant a
'augmentation des cellules souches pluripotentielles induites (iPSCs). Ceci pourrait étre utile en

tant que thérapie régénérative.[126]

Ainsi, DOT1L est une cible validée dans le traitement du cancer.

1.5.3 Inhibiteurs de DOT1L (DOT1LI)

Depuis la découverte du role critique de DOT1L dans la leucémie MLL-r, plusieurs
inhibiteurs de DOT1L ont été décrits par différentes équipes. A I'heure actuelle, on peut identifier
les inhibiteurs mimant le cofacteur SAM et son produit SAH, résultats d’'une conception basée sur
le ligand et son mode de liaison a 'enzyme (figure 1.24). D’autres inhibiteurs ne contenant pas la
partie nucléosidique du SAM/SAH sont issus d’'une approche de « fragment-based ». lls présentent

tous un mécanisme de compétition avec le cofacteur SAM.
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Figure 1.24. Développement des inhibiteurs de DOT1L (DOT1Li) a partir de pharmacomodulations
autour du SAH. Les pharmacomodulations montrées correspondent a des travaux de 3 groupes de
recherche indépendants (Epizyme, Song Y. et al. et Structural Genomics Consortium). Les ICsg et les K;
correspondent respectivement a la concentration inhibitrice médiane et a la constante d’inhibition. Les
deux sont calculés par différents tests enzymatiques, donc les valeurs ne sont pas homogénes.
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Les inhibiteurs présentés dans la figure 1.24 sont le résultat des pharmacomodulations
autour du produit de la réaction catalysée par DOT1L, SAH. En effet, SAH est I'inhibiteur naturel de
l'enzyme ainsi que d’autres méthyltransférases. Néanmoins, elle présente deux limitations
importantes : son motif acide aminé empéchant son passage membranaire et son manque de
spécificité. En effet, SAH inhibe d’autres méthyltransférases de la cellule telles que : Suv39H1,
G9a, EZH2, CARM 1 (nommée aussi PRMT4) et PRMT5. Ainsi, différentes pharmacomodulations
par différentes équipes de recherche autour de SAH ont été décrites et ont permis d’obtenir des

structures possédant des valeurs d’inhibition intéressantes.?" #*

Des analogues de SAH comportant une substitution en N® ont été synthétisés. Plusieurs
groupements tels qu’un allyle, cyclopropyle, isopropyle, butyle, pentyle ramifié, benzyle et méthyle
ont été évalués. lls montrent une faible activité (K; = 1,1 — 8.9 uM) mais une meilleur spécificité vis-
a-vis d’autres méthyltransférases. En effet, il a été démontré que les substituants sur N® alterent
l'interaction ligand — protéine avec G9a, CARM1 et d’autres HMTs, mais pas avec DOT1L, ce qui
ameéliore leur spécificité. Le Nﬁ—méthyl—SAH (33) est un inhibiteur puissant de DOT1L (K; = 290 nM)
et il est inactif sur CARM1, G9A et d’autres HMTs.[127,128]

Le soufre a été remplacé par un azote substitué par un groupement iodoéthyle. Ce
groupement permet la formation des intermédiaires cationiques aziridinium qui mime le motif
méthyl-sulfonium du cofacteur SAM. Cette pharmacomodulation a permis d’élucider une longueur
de chaine optimale de 3 méthylénes entre I'azote et le motif acide aminé. La longueur de la liaison
C-S est de 1,8 , est celle de la liaison C-N est de 1,5 A. Ainsi, afin de compenser le
remplacement du soufre chez SAM par un azote, un méthyléne supplémentaire est nécessaire. La
longueur optimale est donc de 3 groupements méthylénes entre I'azote et le motif acide aminé.
Ainsi, le composé (34) présente une IC5o = 120 nM et une spécificité pour DOT1L.[127]

Il a été mis en évidence que la fonction acide aminé est importante pour l'activité inhibitrice
de DOT1L. C’est la raison pour laquelle, il est important de la substituer afin d’améliorer sa
perméabilité cellulaire tout en conservant 'activité inhibitrice des composés. Ainsi, le groupement
acide aminé a été remplacée par une fonction carbamate : K; (35) = 16 uM.[128] Parallélement, la
substitution du soufre chez SAM par un azote substitué a été étudiée. Ainsi, lorsque I'azote est
substitué par un groupement isopropyle, l'activité augmente vis-a-vis de son analogue N non
substitué : K; (37) = 22 yM, versus K; (36) = 46 uM.[128]
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D’autre part, le remplacement du motif carbamate par le motif urée a permis de dévoiler des
composés jusqu’a 25 fois plus actifs que leurs homologues carbamates (38 a 42).[129] En effet, le
groupement urée participe dans 3 liaisons hydrogene avec DOT1L : 'atome O interagit avec la
chaine latérale du résidu Asn241 et les deux -NH- interagissent avec le carbonyle chargé
négativement du résidu Asp161. La longueur optimale de la chaine liant le motif urée et 'azote est
de 3 méthylénes. Par contre, 'absence d’'un méthylene entre l'urée et le phényle augmente
lactivité: K; (39) = 550 nM, versus K; (38) = 1,9 uM. Egalement des études de relations structure-
activité ont révélé qu’un substituant en 4 sur la phénylurée, tels que 4-Cl, 4-tert-Bu et 4-CF3,
augmente lactivité d’'un facteur dix: K; (40) = 70 nM, versus K; (39) = 550 nM. Enfin le
remplacement du -S- par -N-(i-Pr)- (qui avait déja montré un réle important) a conduit aux
composés SYC-522 (41) et SYC-534 (40), mais avec un mauvais profii métabolique.
L’augmentation de l'activité pourrait étre due aux motifs -N-(i-Pr) et N-(4-tert-butyl)-urée, ce dernier
participant a des liaisons de van der Waals avec une poche hydrophobe formée par les résidus
Asn241, Ser269, Val267, Tyr312, Met147, Leu143, Val144 et Val169, poche non observée lorsque
SAM est dans le site catalytique. Ces changements conformationnels chez DOT1L sont également
observés lorsque EPZ004777 (43) se lie a DOT1L (figure 1.25).[129-132]
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Figure 1.25. A) Site actif de DOT1L montrant les
interactions avec EPZ004777 (43). Sur le modele
2D, les liaisons hydrogéne sont représentées par

des lignes en pointillés noires, les interactions

; hydrophobes par des lignes plaines vertes, les
interactions n—n ou m-cation en lignes en pointillés
vertes. B) Superposition des co-cristaux DOT1L-

SAM (en vert) et DOT1L-(43) (en orange). Les

boucles flexibles 302-312 (a gauche, modele en

tube) et 128-140 (a droite) présent une

conformation desordonnée lorsque (43) se lie dans
le site catalytique de DOT1L. Extrait d’Anglin et al.
2013[28] et PDB : 4EKI.[130]
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Le composé EPZ004777 (43) a été synthétisé par Epizyme.[130,131,133] Le composé (43)
contient le motif déazaadénosine a la différence du composé SYC522 (41) qui contient le motif
adénosine. Il se positionne dans le site catalytique de DOT1L de la méme fagon que le cofacteur
SAM. Par contre, le co-cristal DOT1L-(43) révéle un changement conformationnel du site
catalytique afin d’accueillir le motif tert-butylphénylurée, notamment au niveau des boucles 302-
312 et 128-140 (figure 1.25).

Le composé (43) s’est révélé intéressant dans les essais précliniques mais il a montré un
mauvais profil pharmacocinétique : un temps de demi-vie court qui obligeait une administration par
perfusion continue durant 7 jours.[133] Ainsi, des pharmacomodulations ont été entreprises sur

(43), et le compose (45) de type benzimidazole a été obtenu.

A I'heure actuelle, le composé EPZ-5676 (45), pinometostat, est impliqué dans des essais
cliniques. Il est le résultat des pharmacomodulations autour du composé EPZ004777 (43). Le
linker -CH,-CH,-CH,- a été remplacé par le linker cis-éthylcyclobutane, et le motif 4-tert-
butylphénylurée par le groupement 5-tert-butylbenzimidazole. Le motif adénosine du composé (45)
interagit de la méme maniére que le motif adénosine du cofacteur SAM. D’ailleurs, (45) induit un
changement de conformation du site catalytique de DOT1L afin d’accueillir le motif tert-
butylbenzimidazole (figure 1.26).[134] Ces interactions et le changement conformationnel du site

catalytique de I'enzyme sont également présent dans le co-cristal DOT1L-(43).[130—-132]
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Figure 1.26. A) Site actif de DOT1L montrant les interactions avec EPZ-5676 (45). Sur le modele 2D, les
liaisons hydrogéne sont représentées par des lignes en pointillés noires, les interactions hydrophobes par des
lignes plaines vertes, les interactions n—n ou n-cation en lignes en pointillés vertes. B) Superposition des co-
cristaux DOT1L-SAM (en gris) et DOT1L-(45) (en vert). Extraite de Daigle et al. 2013[135] et PDB :
4HRA.[130]
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Les deux composés EPZ004777 (43) et EPZ-5676 (45) montrent une sélectivité importante
pour DOT1L, et sont inactifs vis-a-vis d'une gamme de 8 HMTs (uniquement une activité faible
contre PRMT5). Comme d’autres inhibiteurs de DOT 1L contenant le motif ribose, ils possedent un
mauvais profil pharmacocinétique, notamment un temps de demi-vie court: plusieurs enzymes
reconnaissent les motifs adénosine ou déazaadénosine, de sorte que I'adénine et/ou le substituant
en 5’ est clivé.[28,135-138]

EPZ-5676, pinometostat (45) a participé dans des essais cliniques récemment achevés dans
le traitement de la leucémie et les syndromes myélodysplasiques (SMD) (ClinicalTrials.gov :
NCT02141828 et NCT01684150). La firme Epizyme a volontairement arrété en 2015, le
recrutement des patients de la phase 1 d’essais cliniques car il montre une efficacité insuffisante
en monothérapie. Par contre, I'étude d’échelonnement de Phase | avec des patients pédiatriques,
débuté en 2014, et des études précliniques en combinaison avec d’autres agents anticancéreux
sont actuellement en cours.[11] Il reste le premier inhibiteur HMT impliqué dans des essais
cliniques et il a recu le label « médicament orphelin » par la FDA (Food and Drug Administration
aux EU) et par la Commission Européenne pour le traitement de la leucémie lymphoblastique
aigué (ALL) et la leucémie myéloide aigué (AML).[139] Par ailleurs, une résistance post-traitement
avec le pinometostat (45) (freatment emergent resistance -TER) a été mise en évidence chez cinq
types de cellules différentes MLL-r (KOPN-8, MOLM-13, MV4-11, NOMO-1 et SEM). Des études
ont confirmé que la résistance n’est pas due a une mutation de la cible (DOT1L), mais due a une
pompe a efflux ABCB1 (glycoprotéine P, MDR1) ou a un mécanisme indéterminé a I'heure actuelle

mais indépendant de ce transporteur.[140]

Etant donnée [linstabilité chimique et métabolique des inhibiteurs DOT1L cités
précédemment, des travaux ont été menés pour remplacer le noyau ribofuranose par un
carbocycle a 5 sommets. Ainsi le composé SYC-687 (46) a été synthétisé par Song et al.. La
position 4’ est essentielle et un seul des énantioméres montre une activité plus importante et une
bonne stabilité métabolique (CL;; = 0,36 pL / min™ / mg'1 protéine), stabilité plus importante que

celle de son analogue portant un noyau cyclopenténe.[28,129]

Des études antérieurs avaient montré l'importance d’un groupement volumineux, en
particulier un halogéne, en position 7 de I'adénosine afin d’'inhiber DOT1L. Congu a partir de ces
études, le composé SGC0946 (44) a montré une sélectivité et une activité comparables a celles de
son analogue non halogéné EPZ004777 (43). (44) est moins actif vis-a-vis des PRMTs (K;=1 mM)
et il est inactif sur les HMTs ayant le domaine SET, il est donc plus sélectif pour DOT1L.[28,131]
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D’autres inhibiteurs de DOT1L ne contenant pas le motif adénosine ni ribofuranose ont été
récemment décrits (figure 1.27). Etant donné leur structure chimique, ils montrent une stabilité

chimique et métabolique plus importantes que ceux de type nucléosidique.
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Figure 1.27. Inhibiteurs de DOT1L (DOT1Li) non nucléosidiques. Les ICso et les Ki présentées
correspondent respectivement a la concentration inhibitrice médiane et a la constante d’inhibition,
calculés par Scintillation Proximity Assay (SPA).[141-143]

Les composés (47) et (48) sont le résultat d’'une optimisation d’'un hit trouvé a partir d’'un
screening de type «fragment-based» liée a une étude de type « structure-based
ligand ».[141,143] Les composés (49) et (50) sont le résultat des pharmacomodulations entreprises
au tour d’'un hit trouvé par une étude HTS.[142] Méme si ces molécules montrent un mode de
liaison différent a celui des inhibiteurs nucléosidiques, ils présentent le méme mécanisme de
compétition avec le cofacteur SAM. En effet, les co-cristaux de ces composés et DOT1L montrent
qu’ils induisent la formation d’une poche adjacente au site accueillant le cofacteur SAM. La
nouvelle poche formée conduit a un changement de conformation de la poche de liaison au

cofacteur SAM, lui empéchant sa liaison a 'enzyme.

Le dérivé phénoxyacétamide LO3 (51) est issu d’'un screening de modélisation moléculaire
en combinaison avec une simulation de dynamique moléculaire sur DOT1L. Il constitue un motif
différent pour le développement d’inhibiteurs de DOT1L. Cette étude met en évidence que la
liaison hydrogéne entre le —~NH du motif benzimidazole de l'inhibiteur EPZ-5676 (45) et le résidu
Asp161 de DOT1L contribue de fagon importante a la liaison entre l'inhibiteur et 'enzyme.[144] En
effet, le composé EPZ004777 (43) forme également une liaison hydrogéne avec le résidu Asp161

via son motif urée.
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Bien que les études de relations structure activité décrites ici aient permis de repérer des
éléments clés pour le développement des inhibiteurs de DOT1L, il est toujours nécessaire de
concevoir de nouvelles molécules chimiquement et métaboliquement plus stables. Les inhibiteurs

de type non nucléosidiques présentent une nouvelle alternative prometteuse pour cibler DOT1L.

1.6 Méthylation de I’ADN et la méthylation des histones : le crosstalk

La localisation et le niveau de méthylation des histones peuvent avoir une certaine
influence sur l'activitt de DNMT. En effet, les méthylations de I'ADN et des histones sont
étroitement liées, on parle de crosstalk.[145,94,29,146,3] Par exemple, la triméthylation du résidu
lysine 36 sur la queue de l'histone 3 (H3K36me3) est liee a la méthylation de 'ADN. Cette
modification peut étre reconnue par le domaine PWWP de DNMT3a et DNMT3b afin de guider la
méthylation de I’ADN. Par conséquent, une mutation du domaine PWWP de I'enzyme, ou
'absence de la marque épigénétique H3K36me3 cause la perte d’interaction de DNMT avec le
nucléosome. Ceci conduit a wune diminuton de Ila méthylation aux régions
péricentromériques.[3,46,147] En revanche, dans les régions promotrices, H3 non modifiée peut
étre reconnue par DNMT3 via son domaine ADD ; la méthylation de H3K4 inhibe donc DNMT3.[29]

Etant donné cette relation entre la méthylation de 'ADN et des histones, une approche
multi-cible pourrait s’appliquer pour le développement des molécules avec une activité
anticancéreuse plus importante.[12,13] Ainsi, des composés a double effet pourraient étre une
approche thérapeutique intéressante dans le cadre du développement d’agents anticancéreux
comme les inhibiteurs mixtes DNMT/EZH2[14] et DNMT/G9a[15], récemment décrits.[13,12,14,15]
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Chapitre 2 : Conception

Etant donné que DOT1L utilise le méme cofacteur SAM que les DNMTs, les connaissances
sur les inhibiteurs de DNMTs mimant le cofacteur pourraient s’appliquer au développement des
inhibiteurs sélectifs de DOT1L.

2.1 Modélisation moléculaire de SGI-1027 (17)

Une étude de modélisation moléculaire du composé SGI-1027 (19), inhibiteur de DNMT,
dans le site catalytique de cette enzyme a été décrite dans la littérature.[66] Les données
cristallographiques du site catalytique de la DNMT bactérienne d’Haemophilus haemolyticus
(MHhal DNMT ; PDB : 2HR1)[148] ont été utilisées étant donné que le site catalytique est bien
conservé parmi les différentes isoformes de DNMTs. De plus, le produit du transfert du méthyle par
SAM (la SAH ou AdoHcy) et le substrat (deoxycytidine) sont bien résolus dans la structure
cristalline correspondante (PDB : 2HR1). A partir de la modélisation moléculaire, il a été constaté
que le motif aminopyrimidine du (19) s’emboite dans la poche de liaison du motif adénine du
cofacteur SAM (SAH dans ce cas-ci) au sein du site catalytique de DNMT. (figure 2.1).[66]

Figure 2.1. Etude de modélisation moléculaire du composé SGI-1027 (19) dans le site catalytique de la
DNMT chez Haemophilus haemolyticus (MHhal DNMT ; PDB : 2HR1). SAH (AdoHcy) en jaune, le substrat
cytidine en vert et SGI-1027 (19) en bleu. Le motif aminopyrimidine de (17) (motif C) se superpose au motif
adénine du SAH (image a droite).[66]

De plus, la superposition du docking du SGI-1027 (19) et du docking du SAH dans le méme

site catalytique de DNMT montre que le motif aminopyrimidine de I'inhibiteur est superposable au
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cycle a six sommets de I'adénine du SAH dans la méme région de la poche catalytique de

'enzyme (Figure 2.2).

(MHhal C5 DNMT; PDB: 2HR1)

»*\\‘ o H

SAH
S-Adenosyl-L-Homocystéine

Figure 2.2. Superposition des dockings du composé SGI-1027 (19) et de SAH dans le site
catalytique de DNMT (PDB : 2HR1). SAH (AdoHcy) en jaune, le SGI-1027 (17) en bleu. Adapté de
Rilova et al., 2014.[66]

D’ailleurs, le groupement amino du noyau pyrimidine du (19) et le groupement amino du

noyau adénine de SAH forment une liaison hydrogéne au sein du site catalytique de DNMT :[66]

— Le groupement amino du motif aminopyrimidine de (19) établie une liaison hydrogéne avec
'amide du résidu Asn39 (correspondant au résidu Ser659 dans DNMT3A).

— Le groupement amino en C4 de I'adénine du SAM/SAH établie une liaison hydrogéne avec

I'acide carboxylique du résidu Asp60 (correspondant au résidu Asp682 dans DNMT3A).

D’autre part, nous avons réalisé une étude de modélisation moléculaire du composé (19)
dans le site catalytique de DOT1L (PDB: 4EKI) et nous avons confirmé que le motif
aminopyrimidine de ce composé interagit avec le site catalytique de I'enzyme via (figure 2.3) :

lDOT1L ; PDB: 4EKI)
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Figure 2.3. Modélisation moléculaire du composé SGI-1027 (17) dans le site catalytique de DOT1L
(PDB : 4EKI)

— Une liaison hydrogéne entre le —NH,- en position 2 de la pyrimidine et le carbonyle de la
chaine latérale du résidu Asn126

— Une liaison hydrogéne entre le —NH- en position 4 de la pyrimidine et le carbonyle de la
chaine latérale du résidu Glu186.

— Une interaction = entre le noyau pyrimidinique et 'aromatique du résidu Tyr136.
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A partir de ces résultats de modélisation moléculaire, nous avons conclu que le motif

aminopyrimidine de SGI-1027 (19) pourrait mimer 'adénosine du cofacteur SAM.

2.2 Etude des inhibiteurs de DOT1L

Les composés EPZ004777 (43) et EPZ-5676 (45) présentent une activité et une spécificité
importantes vis-a-vis de DOT1L. De plus, (45) est actuellement impliqué dans des essais cliniques.
Nous nous sommes donc basés sur la résolution des co-cristaux de ces composés dans le site
catalytique de DOT1L (figure 2.4).[129-132,135]
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Figure 2.4. Représentation schématique des interactions des composés EPZ004777 (43) (A) et EPZ-
5676 (45) (B) dans le site catalytique de DOT1L. Les liaisons hydrogéne sont schématisées en rouge.

Les composés EPZ004777 (43) et EPZ-5676 (45) montrent tous les deux des interactions

entre les motifs adénosine (ou deazadénosine), le motif ribose et le site catalytique de DOT1L :

— Une liaison hydrogéne entre le —NH, de la (deaz)adénosine et le carbonyle de la chaine

latérale du résidu Asp222.
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— Une liaison hydrogéne entre le N* du méme motif et le NH- de la liaison peptidique liant les
résidus Asp222 et Phe223.

— Deux liaisons hydrogéne entre les hydroxyles du ribose et le carboxyle de la chaine latérale
du résidu Glu186.

— Une interaction n—r entre la (deaz)adénosine et le résidu Phe223.

Ces interactions sont également montrées dans le co-cristal DOT1L : SAM (figure
1.21).[119,117,28,135]

Les deux inhibiteurs EPZ004777 (43) et EPZ-5676 (45) montrent également une liaison
hydrogene entre le NH- de leur motif isopropylamine chargé positivement a pH physiologique et le

carbonyle du résidu Gly163.
D’autre part, le composé EPZ004777 (43) montre 3 autres liaisons hydrogéne :

— Deux liaisons hydrogéne entre les —NH- de l'urée et le carbonyle de la chaine latérale du
résidu Asp161.

— Une liaison entre le carbonyle du motif urée et le NH, de la chaine latérale du résidu Asn241.

En revanche, le composé EPZ-5676 (45) ne crée qu'une seule liaison hydrogéne entre

'azote du benzimidazole et le carbonyle de la chaine latérale du résidu Asp161.

Les deux inhibiteurs (43) et (45) induisent I'ouverture d’'une poche hydrophobe dans le site
catalytique de DOT1L accueillant les motifs tert-butylphénylurée et tert-butylbenzimidazole (figure
2.5).
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Figure 2.5. A) Superposition des co-cristaux DOT1L-SAM (en vert) et DOT1L-(43) (en orange). Les
boucles flexibles 302-312 (a gauche, modéle en tube) et 128-140 (a droite) présent une conformation
desordonnée lorsque (43) se lie dans le site catalytique de DOT1L. Extrait d’Anglin et al. 2013.[28] B)
Superposition des co-cristaux DOT1L-SAM (en gris) et DOT1L-(45) (en vert). Extraite de Daigle et al.
2013.[135]

Cette poche n’est pas observée dans le complexe DOT1L-SAM. En effet, ce changement de
conformation de I'enzyme implique un déplacement du résidu Thr139 de ~3 A du site de liaison au
cofacteur SAM. Ceci conduit a une boucle L-EF désordonnée. De plus, le résidu Phe239 doit
tourner, ce qui entraine un déplacement du résidu Met147. Le résidu Tyr312 doit donc se
positionner différemment pour accueillir le groupement tert-butyle des inhibiteurs. Tous ces
changements conformationnels provoquent un changement important dans la structure de la
boucle L10-11.[135]

Les motifs tert-butylphénylurée et tert-butylbenzimidazole sont donc importants a conserver

pour concevoir des inhibiteurs sélectifs de DOT1L.
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2.3 Conception des inhibiteurs potentiels de DOT1L

A partir de ces réflexions, une structure générale a été congue (figure 2.6).
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Inhibiteur de DNMT Inhibiteur de DOT1L Inhibiteur de DOT1L
ICs0=0,8+0,2 uM (Ki = 0.3 nM) (Ki <0.07 nM)

(versus DNMT3a)

Partie A : Motif aminopyrimidine N’<NH2
X I'adénosi <
\ mimant I'adénosine du SAM/SAH ) 7 Ry = H, i-Pr
Partie A HN /
N
Partie B s
- [e]
Partie B : Aryle \
mimant le ribose Chaine carbonée :

n=2-5

R3 R3 R3
p; \/A/—_ﬁ\/ \/@ﬁl Partie C : Motif phénylurée ou benzimidazole
S N induisent changement de
|

conformation du site catalytique
R; =H, OH

Figure 2.6. Conception des inhibiteurs potentiels de DOTIL basée sur les molécules SGI-1027
(inhibiteur de DNMT) et EPZ-5676 et EPZ004777 (inhibiteurs de DOT1L)

Cette structure générale comporte :

e Partie A: Le motif aminopyrimidine présent dans le composé SGI-1027 (19). Les études de
modélisation moléculaire mettent en évidence qu’il peut mimer le motif adénosine du cofacteur
SAM. Il remplacera donc les motifs adénosine ou déazadénosine des inhibiteurs de DOT1L de
référence (43 et 45).

e Partie C: Le motif tert-butylphénylurée du composé EPZ004777 (43) ou le motif tert-
butylbenzimidazole du composé EPZ-5676 (45). Ces motifs permettront d’induire un
changement de conformation du site catalytique de DOT1L. Ce changement pourrait contribuer
a la spécificité des inhibiteurs potentiels vis-a-vis d’autres enzymes SAM-dépendantes. Nous
évaluerons une conformation flexible (urée) ou rigide (2-alkylbenzimidazole ou 2-
aminobenzimidazole) de la chaine latérale, tout en déterminant le nombre optimal de liaisons
hydrogéne. Nous évaluerons également le remplacement du groupement fert-butyle par -H, -

OCHjs, -Cl et -CF3, afin de confirmer son impact dans I'activité de nos inhibiteurs.

e Partie B : Un aryle mimant le ribose des (43) et (45). Cet aryle sera un noyau benzénique ou un
hétérocycle a 5 sommets (thiophéne, pyrrole), permettant de lier les parties A et C et de les

positionner correctement dans le site catalytique. Nous évaluerons la présence d’un
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groupement hydroxyle sur I'aryle qui pourrait s’engager a une liaison supplémentaire dans le
site catalytique.

Nous allons déterminer la distance optimale entre les parties B et C par le biais d’une
chaine carbonée (2 a 5 méthylénes). La chaine carbonée sera liée a la partie B via une liaison
amide ou une méthylamine afin d’évaluer les degrés de liberté. Egalement, nous allons évaluer

le réle du groupement isopropyle présent dans les inhibiteurs de référence (43) et (45).

Les différentes pharmacomodulations énoncées nous permettront d’explorer le site
catalytique de DOT1L et de déterminer différentes relations structure-activité (RSA) permettant

d’affiner le pharmacophore proposé.
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Chapitre 3 : Stratégies de syntheses

3.1 Série de composés de type phénylamide

L’analyse rétrosynthétique des amides de type benzénique met en évidence deux
intermédiaires de synthése : a) les acides carboxyliques de type pyrimidinobenzénique, et b) les
amines primaires ou secondaires de type phénylurée ou de type benzimidazole (schéma 3.1). Les
amides cibles ont été obtenus via une synthése convergente impliquant un couplage de type

peptidique entre ces deux équivalents synthétiques préparés au préalable.

NH, NH;
/g R3 /k R; H
N| N 32 NI N NMR1
:> + -
N, R OH R;
)\/\ N S )\/I\ N n
H n H
O (e]
amides de type benzénique équivalent synthétique de équivalent synthétique
type acide carboxylique de type amine

N R N N W
= N
Ri= Xy L Oy My
° t-Bu N t-Bu N t-Bu
amines de type urée  amines de type benzimidazole
Rz =H, i-Pr
Ry =H, OH

n=23

Schéma 3.1. Rétrosynthése des amides de type benzénique

3.1.1 Synthése des précurseurs acides carboxyliques de type pyrimidinobenzénique

La synthése des précurseurs pyrimidinobenzéniques a été envisagée via une réaction de
substitution entre une aniline et un dérivé halogéné pyrimidinique (mise au point de cette méthode

décrite dans la section 3.5.2) (schéma 3.2).

NH, NH,
R3
NI/gN " —_— N)%N OH
= OH | * H-N
Ay po A
O Ry=H,OH

équivalent synthétique de dérivé halogéné dérivé aniline
type acide carboxylique

Schéma 3.2. Rétrosynthése des précurseurs de type acide carboxylique

Les dérivés de type acides carboxylique ALIPF193 et ALIPF196 ont été respectivement
synthétisés grace a une substitution nucléophile aromatique (SyAr) entre la 2-amino-4-chloro-6-
méthylpyrimidine et les acides 3-aminobenzoique (R; = H) ou 5-amino-2-hydroxybenzoique (R; =
OH), en présence d’acide chlorhydrique a 37 % en quantité catalytique, dans l'isopropanol sous
microondes (uO) pendant 30 minutes, avec un rendement de 85 % (schéma 3.3).[34,66] Les

composés ALIPF193 et ALIPF196 ont été obtenus sous forme dichlorhydratée.
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NH
NH, 2
R; ) )§ R3
O HClI cat., i-PrOH, yO N N .
N| N + )|\)\ 2 HCI

MCI HoN COOH SAr & N COOH
2-amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine Rj; = H, acide 3-aminobenzoique 85% ALIPF193,R; =H,
R; = OH, acide 5-amino-2-hydroxybenzoique ALIPF196, R; = OH

MO : micro-ondes

Schéma 3.3. Synthése des précurseurs de type acide carboxylique liés au motif pyrimidinique

La substitution aromatique serait facilitée par l'utilisation d’HCI conduisant a la protonation du
groupement amine en position 2 de la pyrimidine. De ce fait, la densité électronique sur le carbone
4 du noyau pyrimidinique est moindre. La liaison C4 — CI est donc affaiblie et le dérivé montre une

électrophilie plus importante vis-a-vis des anilines commerciales nucléophiles (schéma 3.4).

® @
)N\Hz NH3 NH5
NTSN e NN = NSNH
)l\/kc| )l\/(\cn MC|
2-amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine intermédiaire chargé

(électrophile)

Schéma 3.4. Role de I’acide chlorhydrique dans la formation de I’électrophile

La méme stratégie de synthése a été appliquée pour l'obtention du dérivé triazinique
ALIPF231. La 2,4-diamino-6-chloro-1,3,5-triazine subit une substitution nucléophile aromatique par
l'acide 3-aminobenzoique en présence d’HCI en quantité catalytique, dans I'isopropanol sous

microondes pendant 15 minutes, avec un rendement de 78 % (schéma 3.5).

. N
)Nl\ \)N\ . /©\ HCl cat., i-PrOH, uO )Nl\ /I\Il\ /@\ - 3 HCl
P HoN COOH ”
HN™ "N™ ~Cl SNAr HANT NN COOH
6-chloro-1,3,5-triazine-2,4-diamine  acide 3-aminobenzoique 78 % ALIPF231

WO : micro-
ondes

Schéma 3.5. Synthése du précurseur benzénique lié au motif triazinique

A la différence de la réaction avec la 2-amino-4-chloro-6- méthylpyrimidine, la réaction avec
'analogue triazinique s’est faite plus rapidement (15 minutes), étant donnée une réactivité plus

importante du noyau triazinique.

3.1.2 Synthése des précurseurs amines de type phénylurée

La synthése des précurseurs de type isopropylamine a été initialement envisagée selon une
substitution nucléophile de Iisopropylamine sur les dérivés halogénés correspondants. Les dérivés
halogénés proviennent de l'addition de la p-tert-butylaniline sur les isocyanates halogénés

adéquats (schéma 3.6).
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t-Bu t-Bu
HNO /@/ o
C

HN—( NH, ,Hg — % H2N
HN)«‘,, 0) fr— \r + /DN o Hal\H,N .
/k ) 3 Hal~") n t-Bu

n=

amines de type urée isopropylamine urée halogénée isocyanate halogéné 4-(tert-butyl)aniline

Schéma 3.6. Rétrosynthése des amines de type phénylurée via une substitution nucléophile

Les urées halogénées ALIPF175 et ALIPF138 sont obtenues par I'addition de la p-tert-
butylaniline sur lisocyanate correspondant dans la pyridine sous atmosphére inerte pendant 4
heures (pour ALIPF175) ou 24 heures (pour ALIPF138) (schéma 3.7),[149] avec un rendement
moyen de 73 %.

X
Cl
pyridine
9% cl
SN Addition
t-Bu 73 % t-Bu
4-(tert-butyl)aniline  n =1: 2-chloroéthylisocyanate urée halogénée
n = 2: 3-chloropropylisocyanate ALIPF175,n =1

ALIPF138,n=2

Schéma 3.7. Synthése de I'urée via un mécanisme d’addition

La synthése des amines secondaires de type phénylurée a été initialement envisagée par le
biais de la substitution nucléophile des urées halogénées par I'isopropylamine en présence d’'une
base via un mécanisme S\2. Différentes conditions de réaction ont été évaluées parallélement
pour les composés ALIPF175 et ALIPF138 (tableau 3.1).[150-154] Cependant, les amines
souhaitées n'ont pas été obtenues. Seule la cyclisation du produit de départ a été mise en

évidence.
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Tableau 3.1. Conditions réactionnelles évaluées pour I’obtention des amines secondaires via

une Sy
S Y
HN N nCl M ,k N0
i Base, solvant
t-Bu t-Bu t-Bu
urée halogénée amine secondaire produit de cyclisation
n =2, ALIPF175 n =2, ALIPF140 n =1, ALIPF148
n =3, ALIPF138 n =3, ALIPF139 n =2, ALIPF147
Température | Durée | ALIPF148 | ALIPF147
Entrée Base Solvant a a
(°C) (h) (%) (%)
1 1€9.K,CO, | Acétone 20 12 0 ND
2 1€9.K,CO, | Acétone 56 (reflux) 24 40 ND
3 26q. K,CO, DMF 20 12 50 ND
4 26q.K,CO, DMF 153 (reflux) 24 - 48 40 40
1,1 éq. 40
5 Cs,CO,H,0 | CH,CN 20 12 ND
1,1éq. Kl
1,1 6q. 90
6 CsOH.H,0 DMF 20 12 ND
1,1éq. Kl
7 1 éq. DIEA CH,Cl, 20 24 ND 0
8 2 éq. DIEA DMF 153 (reflux) 24 -48 0 0
1,1 éq. TEA 80
9 THF 66 (reflux) 60 ND
1,1 éq. Nal

“Rendement du produit isolé.
ND : non déterminé

Les bases organiques N,N-diisopropyléthylamine (DIEA) et triéthylamine (TEA) n’ont permis
la formation d’aucun produit, quelles que soient les conditions de réaction (tableau 3.1, entrées 7,
8), excepté lors de la réaction dans du THF a reflux ou la formation du produit de cyclisation a été
favorisée (tableau 3.1, entrée 9). En revanche, les bases inorganiques K,CO; Cs,CO; et CsOH
utilisées permettent la cyclisation du produit de départ avec différents rendements allant de 40 a 90
%, quel que soit le solvant et la température, excepté lors de la réaction dans l'acétone a
température ambiante (tableau 3.1, entrée 1). La réaction de cyclisation est due a la nucléophilie
de la fonction -NH portée par 'aromatique, qui en présence d’'une base, réagit comme nucléophile
sur le carbone portant I’halogéne via une Sy et privilégie la formation d’'un cycle stable a 5 ou 6

sommets (schéma 3.8) et empéche la réaction de I'urée avec I'isopropylamine.
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Mécanisme réactionnel

cl o
! i
s~y (INH - (n n{-NH
\'H" n/§ e @nxl% o
°N o N o N
t-Bu t-Bu t-Bu
urée halogénée produit de cyclisation
ALIPF175,n=1 ALIPF148, n=1
ALIPF138,n=2 ALIPF147,n=2

Schéma 3.8. Cyclisation des urées halogénées via un mécanisme Sy

Lorsque l'urée halogénée ALIPF175 est mise en réaction avec lisopropylamine en
présence de deux équivalents de K,COs; dans du DMF a température ambiante pendant 12
heures, un produit secondaire de poids moléculaire 218,29 g/mol est mis en évidence par LC-MS.

Ce dernier pourrait correspondre au produit d’élimination (tableau 1, entrée 3) :
o

VN

HN™ N7
H

t-Bu
produit
d'élimination
PM 218,29 g/mol
Par conséquent, la voie d’accés aux amines a été modifiée par une voie en trois étapes

décrite dans la section suivante.

La synthése des amines secondaires de type urée a été envisagée via une amination

réductrice entre un dérivé carbonylé ('acétone) et une amine primaire qui provient a son tour de

@/t-Bu /O/T-Bu

l'urée halogénée correspondante (schéma 3.9).

W Ore

HN— HN HN
HN-) O — \fo . HN’@O - HN"&o
/& n=23 HzN‘(J)n Hal/(J)n
amines de type urée acétone amine primaire urée halogénée

Schéma 3.9. Rétrosynthése des amines secondaires de type urée via une amination réductrice

Ainsi, le dérivé chloré est converti en son amine primaire correspondante via la réaction de
Gabriel. L’amine primaire résultante intervient ensuite dans une amination réductrice avec

'acétone pour aboutir, en présence de NaBH;CN, a 'amine secondaire souhaitée (schéma 3.10).
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X X i
JaN iy /[\
HN H nCl 1) phtalimide potassique N H n NH; HN/U\N’Hn\N
2) hydrazine acétone, NaBH;CN H "H
- - = n=23
Réaction de Gabriel Amination réductrice
t-Bu t-Bu t-Bu
urée halogénée amine primaire amine secondaire

Schéma 3.10. Synthése des amines de type phénylurée

Le dérivé halogéné (ALIPF175, ALIPF138) réagit donc avec la phtalimide potassique dans
le DMF a reflux pendant 4 a 12 heures via un mécanisme Sy2 pour aboutir au composé phtalimido-
urée correspondant (ALIPF144, ALIPF153).[152] Le rendement moyen de la réaction est de 82 %
(schéma 3.11).

X 1o L
HN ”(/:)‘CI HNJ\HI/\);,N
phtalimide potassique
- - o]
S\2
t-B X
u 829% t-Bu
phénylurée halogénée phtalimido-urée
ALIPF175 (n=1) ALIPF144 (n=2)
ALIPF138 (n=2) ALIPF153 (n = 3)

Schéma 3.11. Synthése des composés phtalimido-urée

Afin d’éviter la formation de produits secondaires et faciliter la purification des produits
cibles, le DMF a été remplacé par l'acétonitriie. Néanmoins, le rendement a diminué
significativement (25 %), sirement d0 a un manque de solubilité des produits de départ. Dans
cette premiere étape de la réaction de Gabriel, un produit secondaire a été identifié et caractérisé

par RMN 'H et LC-MS correspondant a la structure suivante :

o O
N_, N n =2, ALIPF315
“tn n =3, ALIPF316

o) (0]

Le dérivé phtalimidourée obtenu précédemment (ALIPF175, ALIPF138) subit une réaction
de déprotection par I'hydrazine monohydratée dans I'éthanol a reflux via un mécanisme S\2 afin de
libérer 'amine primaire correspondante (ALIPF145, ALIPF154) et le phtalhydrazide (schéma
3.12).
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£ L i
HN Hi/\);,N HN H%NHz o
o HoN-NH, - H,O HN
- + I
Sx2 HN
X X (0]
t-Bu 86 % t-Bu
phtalimido-urée amine primaire phtalhydrazide
ALIPF144 (n=2) ALIPF145 (n =2)
ALIPF153 (n = 3) ALIPF154 (n = 3)

Schéma 3.12. Synthése des amines primaires

Le rendement moyen de la deuxiéme étape de la réaction de Gabriel est de 86 % grace a la
mise au point d’'une méthode de purification par chromatographie sur silice (CH,Cl, — CH;OH /
ammoniaque, 9 :1), permettant d’éliminer le phtalhydrazide. Afin de faciliter I'élimination de la
phtalhydrazide, d’autres dérivés de I'hydrazine ont été évalués sous les mémes conditions
opératoires. La méthylhydrazine ne conduit a aucune réaction et le produit de départ est
entierement récupéré ; la tert-butylhydrazine conduit a un faible rendement étant donné que la
réaction n’est pas totale. Il est clairement identifié que I'hydrazine monohydratée est le réactif le

plus efficace pour cette réaction.

Dans le but d’obtenir le composé ALIPF154 directement a partir de son analogue halogéné
inférieur (ALIPF175), une stratégie de synthése a été envisagée par le biais d’'une réduction de la

fonction nitrile introduite au préalable sur un dérivé halogéné (schéma 3.13).

) o N o
HN)J\N/\/\NH HN N/\/C// HNJ\N/\/Hal
H 2 IGF H IGF H
t-Bu t-Bu t-Bu
amine primaire nitrile urée halogénée

Schéma 3.13. Rétrosynthése des amines primaires de type urée

Ainsi, 'urée halogénée ALIPF175 subirait une substitution nucléophile par le cyanure de
sodium pour obtenir le nitrile correspondant qui pourrait étre réduit pour obtenir 'amine primaire
(ALIPF154) (schéma 3.14).

O (0]
Cl
HNJ\H/\/ HNJ\H/\/\NHZ
NaCN
Sp2 Réduction
t-Bu t-Bu t-Bu
urée halogénée nitrile amine primaire
ALIPF 175 ALIPF154

Schéma 3.14. Synthése d’une amine primaire via une homologation de chaine
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ALIPF175 a été mis en réaction avec un excés de cyanure de sodium (6 équivalents) dans
I'éthanol a reflux pendant 24 heures. Néanmoins, le produit souhaité n’a pas été obtenu. Un produit
secondaire a été caractérisé et il pourrait correspondre a la structure suivante selon les analyses
LC-MS et RMN 'H. Ce produit résulterait d’'une cyclisation intermoléculaire entre deux molécules
d’'urée suivant le mécanisme proposé dans le schéma 3.15.

Mécanisme réactionnel
t-Bu

Cl cid
0
B:—\'HZLani'o e OYC’-\)I \_/\(Oy\%‘i'o FT{NOFBU
L — A G O
Ccl o

t-Bu t-Bu
urée halogénée dimere
ALIPF 175, n =1
ALIPF138,n=2

Schéma 3.15. Cyclisation intermoléculaire de deux molécules d’urée halogénée

Une voie alternative, plus courte, pour l'accés aux amines primaires a été développée
(schéma 3.16).

¥ X i
o HN” O N">""NHBoc HNJKN/\/\NHZ
pyridine H TFA H
—_— _—
HoN__~_NHBoc Addition Déprotection
{-Bu 95 % t-Bu quantitatif t-Bu
1-(tert-butyl)-4-  N-Boc-1,3-propylénediamine urée amine primaire
isocyanatobenzéne ALIPF305 ALIPF154

Schéma 3.16. Synthése de I’amine primaire ALIPF154 en deux étapes

La N-Boc-1,3-propylénediamine s’additionne sur le 1-(tert-butyl)-4-isocyanatobenzéne dans
la pyridine a température ambiante pour donner 'urée ALIPF305 avec un rendement de 95 %. La
fonction amine protégée sur le dérivé ALIPF305 est déprotégée dans du TFA a température
ambiante afin d’aboutir a I'amine primaire correspondante (ALIPF154) avec un rendement
quantitatif.

Cette voie de synthése permet d’obtenir les amines primaires avec un rendement global sur
deux étapes de 71 %, rendement plus important que celui obtenu par la voie de la synthése de

Gabriel donnant un rendement global sur 3 étapes de 52 %.

[ ]
Les amines primaires (ALIPF145, ALIPF154) obtenues via la réaction de Gabriel
s’additionnent au carbonyle de I'acétone pour aboutir aux imines correspondantes non isolées,

imines qui sont réduites par NaBH3;CN dans le milieu réactionnel et fournissent les amines
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secondaires ALIPF140 et ALIPF139 (schéma 3.17).[155] Le rendement moyen de la réaction est
de 78 %.

X X I
S o h A S
HN N NH HN N N HN N N
Honoo Y H " H "H

acétone NaBH;CN

_—
addition réduction
t-Bu t-Bu t-Bu

amine primaire imine intermédiaire 78 % amine secondaire
ALIPF145 (n = 2) ALIPF140 (n = 2)
ALIPF154 (n = 3) ALIPF139 (n = 3)

Schéma 3.17. Synthése des amines secondaires de type phénylurée via une amination réductrice

3.1.3 Synthése des précurseurs amines de type 2-alkylbenzimidazole

La synthése des amines secondaires de type 2-alkylbenzimidazole a été envisagée a partir
d’'une amination réductrice entre I'acétone et les amines primaires correspondantes qui seraient
déprotégées au préalable. Le noyau benzimidazole porteur de cette fonction amine protégée
proviendrait d’'une réaction de cyclisation entre une phényldiamine et un acide carboxylique activé
(schéma 3.18).

e R N AR

n H n NH,
amines secondaire de type acétone amine primaire de type amine primaire protegee 4-(tert-butyl)benzéne-1,2-diamine  acide carboxylique
2-alkylbenzimidazole 2-alkylbenzimidazole

Schéma 3.18. Rétrosynthése des amines de type 2-alkylbenzimidazole

Ainsi, I'acide 4-cyanobutanoique réagit avec le chlorure d’oxalyle dans le dichlorométhane a
température ambiante pour obtenir le chlorure d’acide intermédiaire non isolé. Puis, le chlorure
d’acide réagit avec le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne en présence de TEA dans le
dichlorométhane via un mécanisme d’addition-élimination pour donner 'amide qui, sans étre isolé,

se cyclise en milieu acide a reflux pour aboutir au benzimidazole ALIPF181 (schéma 3.19).
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/U\/\///N
HO

Acide 4-cyanobutanoique

Chloration \ (COCI),

t-Bu NH,
\@[ o _N W\
+ W
NH, Cl addltlon \@[
4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne chlorure d'acide amine monosubstituée
o AcOH
1% cyclisation
t-Bu N
>/\/\ e \>/H\/
N
\@[ SN réduction N
H
n=23
benzimidazole avec fonction nitrile amine primaire de
ALIPF181 type 2-alkylbenzimidazole

Schéma 3.19. Synthése des précurseurs amines de type 2-alkylbenzimidazole via un chlorure d’acide
Cependant, le rendement de I'étape de cyclisation est trés faible (11 %). Un produit
secondaire correspondant a la cyclisation du 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne résiduel avec I'acide

acétique a été isolé :

>
N
H

5-(tert-butyl)-2-méthyl-1H-benzo[d]imidazole
ALIPF278

Cette stratégie a donc été abandonnée.

La deuxieme stratégie évaluée implique la réaction du 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne avec
I'acide 4-aminobutyrique ou 5-aminopentanoique N-protégés au préalable. L’acide carboxylique est
déprotoné par la N-méthylmorpholine (NMM) puis activé par l'isobutylchloroformiate, pour que la
diamine conduise a la formation d'un amide qui en milieu acide forme le benzimidazole. La fonction
amine protégée sur la chaine latérale du benzimidazole est ensuite déprotégée pour aboutir a

'amine primaire souhaitée (schéma 3.20).[156,157]

NHz n=23

ProtectlonJ Boc,0

HOMNHBOC

isobutylchloroformiate [e) NHBoc
tBu NHz  pumr Wn _ACOH reflux_
- > t{Bu NH WNHBOC —_ > >/H\/
NHy Addition \C[ Cycllsatlon Déprotection

NH; n=23

4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne intermédiare amide benzimidazole avec amine primaire
fonction amine protégée

Schéma 3.20. Synthése des amines précurseurs de type 2-alkylbenzimidazole via un anhydride mixte
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De ce fait, I'acide 4-aminobutyrique réagit en présence de dicarbonate de di-tert-butyle et
d'une base (hydroxyde de sodium) dans le THF a température ambiante pour donner I'amine
protégée par un groupement tert-butoxycarbonyle (Boc) (ALIPF212) avec un rendement de 75 %
(schéma 3.21).[156]

o o
Boc,0, NaOH H
_BOCL, NabH
HO)J\/\/NH2 HO/U\/\/N\H/OK
addition fo)
75 % amine protégée

acide 4-aminobutanoique
ALIPF212

Schéma 3.21. Réaction de protection de I'amine par un groupement Boc

Dans la premiére étape de la réaction, I'acide carboxylique ALIPF212 déprotoné par la N-
méthylmorpholine (NMM) réagit avec le chloroformiate d’isobutyle a - 20 ° C pour former
l'anhydride d’acide mixte. Ce dérivé réagit a température ambiante avec la o-phénylénediamine
pour former un intermédiaire amide qui en milieu acide (acide acétique) a reflux aboutit au
benzimidazole ALIPF227 (schéma 3.22).[158]

Mécanisme réactionnel

9
0] o) [e) (0]
BocHN\/\)J\OH RS BocHN._~_J é)ﬁoﬁ/ - B°°HNV\)J\OJ\O/ﬁ/

acide carboxylique chloroformate d'Isobutyle i "aci i
ALIPF212 ty anhydride d'acide mixte
BocHN\/\)l\F\JO R
NH; aclde reflux N
\©: NH \C[ Y " NHBoc
Cyclisation N
H
OM NHBoc
R = t-Bu, 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzene anhydride d'acide mixte intermédiare amide benzimidazole

R = t-Bu, ALIPF215

R =H, o-phénylénediamine
R =H, ALIPF227

Schéma 3.22. Formation du noyau benzimidazole a partir d’une diamine et d’'un anhydride d’acide
mixte

Cette réaction n'a pas permis la formation du produit cible ALIPF215 mais la formation de

produits secondaires identifiés :
o\\l/o\)\
t-Bu NH
\©:NH t-Bu N
Fory O

H
dérivé disubstitué 5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazole

Le mécanisme proposé implique une attaque de la diamine sur le carbonyle positionné entre
les deux oxygenes, celui-ci ayant une électrophilie plus importante. Le dérivé monosubstitué ainsi
obtenu réagit de la méme fagon une deuxiéme fois sur une autre molécule d’anhydride mixte pour
aboutir au dérivé disubstitué. Une fois que le brut réactionnel de cette étape est mis en suspension

dans I'acide acétique, le dérivé disubstitué ne se cyclise donc pas. La quantité résiduelle du dérivé
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monosubstitué réagit avec l'acide acétique pour se cycliser et donner le benzimidazole
correspondant (schéma 3.23).

Mécanisme réactionnel
o (9)
D BocHN
t—Bu\©:NH2 BochN oJ\o/Y t-Bu : NH, o o/\r t-Bu : NH

4-(tert-butyl)benzéne-1,2-diamine anhydride d'acide mixte dérivé monosubstitué dérivé disubstitué

dérivé monosubstitué 5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazole
résiduel aprés premiére étape

Schéma 3.23. Formation du dérivé disubstitué et du benzimidazole, produits secondaires

Etant donné I'’échec de cette réaction, nous avons évalué la température de formation de
'anhydride mixte (a -20°C et a température ambiante), ainsi que le remplacement du 4-tert-butyl-
1,2-diaminobenzéne par son analogue benzéne-1,2-diamine comme décrit dans la littérature.[158]
Bien que le produit intermédiaire ait été formé, la formation du produit cible reste minoritaire. Des
produits secondaires correspondant aux produits de mono- et disubstitution ont pu étre identifies
par LC-MS :

(0]
NHBoc 0)
NHBoc
© O\/k Y\/\ NH

NH
NH @
S v
NHBoc
NH, OM O)\Oﬁ/

dérivé monosubstitué dérivés bisubstitués

Cette méthode ne permettant pas d'accéder quantitativement au composé désiré, une voie

de synthése alternative a été envisagée. Cette stratégie est décrite dans la section suivante.

Les amines primaires de type 2-alkylbenzimidazole proviennent des alcools primaires
correspondants via une réaction de Mitsunobu avec le phtalimide. Les alcools sont obtenus a partir
de l'ouverture des lactones correspondantes par le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzeéne (schéma
3.24).
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t-Bu t-Bu
0]
N n=23 N t-Bu NH,
) — ) - . O =1,2
N
Ho H NH,
" NH, ~OH m
amine primaire de alcool primaire 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne

type 2-alkylbenzimidazole

Schéma 3.24 : Rétrosynthése des amines primaires de type 2-alkylbenzimidazole via une réaction de
Mitsunobu précédée d’une ouverture de lactone

Ainsi, le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne réagit avec une lactone en milieu acide pour
aboutir au benzimidazole porteur d’'une fonction hydroxyle.[134] Ce dérivé subit une réaction de
Mitsunobu avec le phtalimide, ce qui aboutit a 'amine primaire aprés traitement avec I'’hydrazine
monohydratée.[129] Cette amine primaire subit une amination réductrice en présence d’acétone

pour fournir les amines de type 2-alkylbenzimidazole (schéma 3.25).[155]

Q

o
m m=1273

H N t-B H
g t-Bu N 1) Phtalimide, PPhg, DIAD NHZ acétone, TEA, u N
tBu NH; lactone \©: />/Hv°H 2) NH,NH, \@ \>/H\/ _ NaBHON \C[ WNT
- . n N
[): H N

N
NH, Cyclisation n=2234 Mitsunobu n=234 Amination

réductrice

4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne benzimidazole amine primaire de amine secondaire de

alcool primaire type 2-alkylbenzimidazole type 2-alkylbenzimidazole

Schéma 3.25. Synthése des amines primaires de type 2-alkylbenzimidazole via une réaction de
Mitsunobu précédée d’une ouverture de lactone

Le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne réagit avec les lactones (y-butyrolactone, &-valérolactone
ou caprolactone) dans une solution aqueuse d’HCI 6N a reflux pour donner les composés
respectifs ALIPF183, ALIPF186 et ALIPF241, avec un rendement moyen de 81 %.[134] Les
composés benzimidazoles sont formés suivant un mécanisme de cyclisation intramoléculaire. Le
carbonyle de la lactone se protone rendant le carbone du carbonyle plus électrophile. Une des
deux amines du 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne attaque le carbone électrophile du carbonyle pour
former un hémiaminal. La deuxiéme amine s'additionne sur le carbone électrophile de I'hémiaminal
et le produit formé se déshydrate rapidement. Une ouverture de I'éther cyclique par déprotonation
de l'amine permet la formation du benzimidazole avec une chaine latérale portant une fonction

alcool (schéma 3.26).
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H
t-Bu NH, o t-Bu N OH
T, G U

N

m

m=1,2,3

NH, Cyclisation n=2234
81 %
4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne lactone benzimidazole
y-butyrolactone, m = 1 ALIPF183,n=2
§-valérolactone, m = 2 ALIPF186,n=3
caprolactone, m = 3 ALIPF241,n=4
Mécanisme réactionnel
NH H® H
2 t-Bu
?@ o' 100 e
Vi
- n
N X4 v
\/é/ 03 ’}‘) 2n n=234
m m=1,23 H @ o H
H2 benzimidazole

diamine lactone hémiaminal ALIPF183,n=2
ALIPF186,n =3
ALIPF234,n = 4

Schéma 3.26. Synthése des benzimidazoles par I'ouverture d’une lactone en milieu acide

La fonction hydroxyle des dérivés ALIPF183, ALIPF186 et ALIPF241 réagit lors d'une
réaction de Mitsunobu avec le phtalimide en présence de triphénylphosphine et d’azodicarboxylate
de diisopropyle (DIAD). La triphénylphosphine réagit avec le DIAD pour former un ion
phosphonium qui subit I'attaque de I'alcool primaire. La fonction alcool est ainsi activée en tant que
groupement partant. Le phtalimidure peut ainsi attaquer le carbone en position alpha du
groupement partant. Cette derniére étape permet la formation du produit attendu (ALIPF184, 187
et 238) et la libération de I'oxyde de triphénylphosphine (PhzPO). Le dérivé « phtalimido » réagit
ensuite avec I'hydrazine monohydratée dans I'éthanol a reflux pour libérer 'amine primaire
correspondante (ALIPF190, ALIPF188 et ALIPF241) (schéma 3.27).
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H H
t-Bu N t-Bu N
OH NH;
\@[Nyﬁ\/ Phtalimide, PhP3, DIAD \@[ >/H\/ :; _HaN-NHp - HO \©:N/>/é?‘\/

n=234 Réaction de Mitsunobu n=234 n=234
alcools primaires 42 % dérivés phtalimido 37 % amines primaires de
ALIPF183,n=2 ALIPF184,n=2 type 2-alkylbenzimidazole
ALIPF186,n=3 ALIPF187,n=3 ALIPF190, n =2
ALIPF234,n=4 ALIPF238,n=4 ALIPF188,n=3

ALIPF241,n=4

Mécanisme réactionnel de la réaction de Mitsunobu

él Y" P el

PPh3
phtalimide triphénylphosphine phtalimidure ion phosphonium

B N o 9
LT ™ — " oyt

n=2234
alcools primaires ion phosphonium intermédiaire phosphonium
n=2234
OPPh3
intermédiaire phosphonium phtalimidure dérivés "phtalimido”

ALIPF184,n=2
ALIPF187,n=3
ALIPF238,n=4

Schéma 3.27. Synthése des amines primaires de type 2-alkylbenzimidazole via la réaction de
Mitsunobu

Le rendement moyen de la réaction de Mitsunobu est de 42 %. Ce rendement est d0 a la
difficulté d'éliminer I'oxyde de triphénylphosphine (Ph;PO) formé au cours de la réaction. Le solvant
initialement utilisé (THF) a été substitué par I'éther diéthylique qui permet la précipitation du Ph;PO
dans le milieu réactionnel. Néanmoins, son élimination n’est pas compléte et une purification par
chromatographie sur silice est nécessaire. D’ailleurs, les rapports frontaux (Rf) du produit cible et
du Ph;PO sont assez proches rendant la purification encore plus complexe. Nous avons étudié
l'utilisation de la triphénylphosphine supportée sur un polymére (copolymeéere de styréne et
divinylbenzéne, 100-200 mesh, Ph;P ~3 mmol/g) qui jouerait le réle de scavenger. Ainsi, aprés
réaction, le PhzPO résultant restera donc piégé sur le polymére éliminable par filtration[159].
Cependant, cette technique n’a pas permis l'obtention du produit désiré, probablement di au

nombre d’équivalents de triphénylphosphine supporté par le polymére.

Finalement, il a été décidé de réaliser la deuxiéme étape de cette voie de synthése sans
isoler le dérivé « phtalimido ». Ainsi, 'amine primaire libérée grace a I'’hydrazine monohydratée a
été purifiée par chromatographie sur silice. La purification est donc facilitée car les Rf des sous-
produits (dont Ph3;PO) et du produit attendu sont assez différents. Les amines primaires ALIPF190,
188 et 241 ont pu étre respectivement obtenues avec un rendement global sur les deux étapes de
15 %, 56 % et 20 %. Ce faible rendement pourrait s’expliquer par la formation de plusieurs produits

secondaires non identifiés lors de la réaction de Mitsunobu.
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Une autre voie de synthése a été optimisée : le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne réagit avec
un lactame (d-valérolactame et caprolactame) dans une solution aqueuse d’HCI 6N a reflux
permettant la formation directe du benzimidazole porteur d’'une amine primaire (schéma 3.28).
Cette stratégie permet de gagner deux étapes par rapport a la voie précédente et d’augmenter le

rendement global de la synthése.

t-Bu NH, N t-Bu N NH
\©: . ];):0 HCl \C[ PN
N
m n=34

m=2,3

NH; Cyclisation
40 %
4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne lactame amines primaires de
S-valerolactame, m = 2 type 2-alkylbenzimidazole
caprolactame, m = 3 ALIPF188,n=3

ALIPF241,n=4

Schéma 3.28. Synthése des amines primaires de type 2-alkylbenzimidazole via une ouverture de
lactame

Cette stratégie de synthése a aussi permis l'obtention des analogues présentant des
modulations sur le noyau benzimidazole (tableau 3.2). Le temps de réaction varie selon la
substitution de la diamine. Dans tous les cas, la réaction est arrétée aprés disparition du produit de

départ.

Tableau 3.2. Synthése des amines de type 2-alkylbenzimidazole via une ouverture de lactame

(o}

H
R
N n
NH; Cyclisation n=3
benzéne-1,2-diamine S-valérolactame amines primaires de
type 2-alkylbenzimidazole
ALIPF272,R=H
ALIPF188, R = t-Bu
ALIPF289, R = OCH;3
ALIPF294,R=ClI
ALIPF288, R =CF;
Entrée R Durée (h) Produit Ren(c‘l,/e)m ent
0
1 H 3 ALIPF272 14
2 t-Bu 24 ALIPF188 29
3 OCH; 12 ALIPF289 73
4 Cl 7 ALIPF294 44
5 CF; 4 ALIPF288 45

Un groupement activant (t-Bu et OCH3) sur le noyau benzénique permettrait la formation du
benzimidazole correspondant (tableau 3.2, entrées 2 et 3) avec un meilleur rendement qu’en
absence de substituants (tableau 3.2, entrée 1) ou en présence de groupements désactivants (ClI
ou CF;) (tableau 3.2, entrées 4 et 5). Le groupement activant par effet mésomeére donneur (OCH3)

permet la réaction avec le meilleur rendement (73 %).
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3.1.4 Synthése des précurseurs amines de type 2-aminobenzimidazole

L’obtention du noyau benzimidazole des amines primaires de type 2-aminobenzimidazole a
été envisagée a partir de la réaction du 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne sur un isothiocyanate
porteur d’'une chaine possédant une amine protégée. La fonction isothiocyanate serait formée in
situ a partir du dérivé diamine possédant un groupement protecteur sur une des fonctions. Cette

protection serait éliminée lors de la derniére étape de synthése (schéma 3.29).[160]

N n=23 Z Z»N t-Bu NH, N8P GP
Q»\NH - N NH - \CE 4 noo= RN
N s’ n=1,2 n=1,2
H (\4\ H (\*N/GP NH,
n NH, ny
amines de type amine primaire protégée 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne isothiocyanate diamine monoprotégée

2-aminobenzimidazole

Schéma 3.29. Rétrosynthése des amines primaires de type 2-aminobenzimidazole via un dérivé
isothiocyanate

Ainsi, la diamine monoprotégée correspondante (N-Boc-1,2-éthylénediamine ou N-Boc-1,3-
propylénediamine) s’additionne sur le 1,1’-thiocarbonyldiimidazole (TCDI), réactif équivalent au
thiophosgene (CSCl,). Le dérivé isothiocyanate (ALIPF239) n'est pas isolé car instable. Le brut
réactionnel est donc mis en réaction avec le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne en présence de la
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et une base (TEA) dans [I'acétonitrile pour aboutir au
benzimidazole correspondant (ALIPF228). La fonction amine protégée du benzimidazole obtenu
est ensuite déprotégée en présence du TFA a température ambiante de maniére quantitative

(schéma 3.30).

Né\NJ\N/\\N hon g NHBoc //N/\(V)’:lHBOC
=/ \w/ * 2 n L
no12 Addition s n=12
1,1'-thiocarbonyldiimidazole (TCDI)  n =1, N-Boc-1,2-ethylénediamine isothiocyanate
n =2, N-Boc-1,3-propylénediamine n =2, ALIPF239

NHBoc| t-Bu NH, g H
N, N __booTea  HBu NN (4 NHBoo
£ oat >
NH, Cyclisation N n

S n=12
' H n=23
o
isothiocyanate 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne 8% benzimidazole
n =2, ALIPF239 n =2, ALIPF228

t-Bu N H
t-Bu H TFA

N\>/NHNHBOC —_— \@E SN
N n Déprotection ” n
H n=23 n=23

benzimidazole amine primaire de

n =2, ALIPF228 type 2-aminobezimidazole

n =2, ALIPF230

quant.

Schéma 3.30. Synthése des amines primaires de type 2-aminobenzimidazole via un dérivé
isothiocyanate
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Une amine du 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne s’additionne sur I'isothiocyanate obtenu dans
la premiére étape pour aboutir a une thiourée non isolée. Cette thiourée subit une
cyclodésulfuration par la DCC. Deux mécanismes sont proposés pour la formation du
benzimidazole : soit via une carbodiimide formée (voie A), soit via un intermédiaire thiol
tetrahédrique (voie B) (schéma 3.31). Bien que la mise en évidence de la N,N*-
dicyclohexylthiourée soutient le mécanisme proposé par la voie A, elle n’exclut pas le mécanisme
de la voie B.[161,162]

Mécanismes réactionnels de la formation du benzimidazole

S
/\NJQT\J/\ NHBoc i NHBod
7 N ~
N HNT e~ NHBoc N
\% \\/ n N 7N L’}‘/\H/ //C/ n
n=1,2 — H n=1,2 s ne12
TCDI diamine 21)\ isothiocyanate
CeN
H ¥ C/.N\/H\
t-Bu NH, NHBoc +Bu NN A:NHBoc +Bu NS n'NHBoc
N = DCe
g4 5 _bec,
2
Nre @ n=12 NH, Voie A NH,
4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne isothiocyanate thiourée carbodiimide

\VoieB J
A H t-Bu H s
t-Bu N DCC ™ NN, ,NHBoc
T ==y O,
H H H

N SH n
H

n=23 n=23

benzimidazole N, N'-dicyclohexylthiourée
n =2, ALIPF228

Schéma 3.31. Mécanismes réactionnels proposés pour la formation du benzimidazole

thiol intermédiaire

L’isothiocyanate obtenu dans la premiére étape est difficilement visible en UV, ce qui rend

'analyse difficile et peut expliquer le mauvais rendement global de la synthése (8 %).

Etant donné le faible rendement de la premiére étape de cette stratégie de synthése, une

deuxiéme voie a été évaluée, décrite dans la section suivante.

Les amines de type 2-aminobenzimidazole proviennent de la réaction entre une diamine
monoprotégée et le dérivé benzimidazole halogéné en position 2. La déprotection est envisagée
lors de la derniére étape de synthése. Le dérivé benzimidazole halogéné est obtenu a partir de la

benzimidazolone correspondante, elle-méme synthétisée a partir du 4-tert-butyl-1,2-

diaminobenzéne et le 1,1'-carbonyldiimidazole (CDI) (schéma 3.32).
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t-Bu t-Bu

t-Bu
Q—N n=23 QN N GP
N»\NH — N»\NH — N, ¢ oMNTH
N a _
H (\4\ H (\‘)\N/GP N n=1,2
n NH, n N
amines de type amine primaire protégée benzimidazole halogéné diamine monoprotégée
2-aminobenzimidazole
t-Bu o
t-Bu NH, J\
I S
NSO NH, = =/
H
benzimidazolone 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne [o10]]

Schéma 3.32. Rétrosynthése des amines primaires de type 2-aminobenzimidazole via une
benzimidazolone

Le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne réagit avec le carbonyldiimidazole (CDI) pour aboutir a la
benzimidazolone qui réagit avec le chlorure de phosphoryle (POCI3) pour obtenir le benzimidazole
chloré en position 2.[163,164] L’hétérocycle halogéné participe dans une substitution nucléophile
aromatique avec une diamine protégée sur 'une de ses fonctions par un groupement Boc pour
donner I'amine substituée par le benzimidazole.[163,164] Ce composé est ensuite déprotégé pour

aboutir aux précurseurs amines de type 2-aminobenzimidazole (schéma 3.33).

i) SNAr
dhpg B H
t-Bu NH, H y HN™ N5 t-Bu N K NH,
cDI t-Bu N Pocl; t-Bu N />/ ™~
e \/—_-’O N n
NH; Cyclisation N Chl i />_CI =23
y H oration N ii) Déprotection n=s
4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne amines primaires de

type 2-aminobenzimidazole

Schéma 3.33. Synthése des amines primaires de type 2-aminobenzimidazole via une benzimidazolone

Le 4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne réagit en présence de 1,1'-carbonyldiimidazole dans un
mélange dichlorométhane et tétrahydrofurane[163] pendant 12 heures a température ambiante

pour former la benzimidazolone ALIPF225 avec un rendement de 59 % (schéma 3.34).

t-Bu NH, o H
t-Bu N
\@ . 4\NJJ\N A o
N N .
NH, N

\% \i/ Cyclisation H

4-tert-butyl-1,2-diaminobenzéne 1,1'-carbonyldiimidazole 59 % ALIPF225
(CDI)

Schéma 3.34. Synthése de la benzimidazolone

La benzimidazolone obtenue précédemment (ALIPF225) subit une réaction de chloration
dans le POCI;. Lorsque que la réaction est effectuée a température ambiante, le rendement
observé est de 41 %. Le 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-éne (DBU) a donc été ajouté afin

d’améliorer le rendement (comme décrit dans la littérature),[164] mais la diamine de départ n’a pas
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réagi et a été récupérée quantitativement. Par contre, grace a un reflux pendant 12 heures, le
rendement de la réaction a doublé (82 %) (schéma 3.35).

s t8 N
t-Bu N -Bu
o  POCK \©[ >—ci
N N
H Chloration
ALIPF225 82 % ALIPF226

Schéma 3.35. Chloration d’une benzimidazolone

Le benzimidazole chloré ALIPF226 réagit avec un excés de N-Boc-1,2-éthylénediamine ou

de N-Boc-1,3-propylénediamine en présence d'une base, la DIEA, dans ['éthanol sous

microondes[163] avec un rendement moyen de 53 %. Le produit obtenu est ensuite déprotégé

quantitativement dans le TFA a température ambiante pendant 4 heures (schéma 3.36).
H

t-Bu N t-Bu H
»—Cl Boc DIEA, 4O NN
N/ + H2N‘(\/)/\N, —H> />/ WNHBOC
n H N
SNAr
ALIPF226 N-Boc-1,2-éthylénediamine, n = 1

53 % amine protégée

N-Boc-1,3-propylénediamine, n = 2 ALIPF228,n=1

pO: Micro-ondes

t-Bu N t-Bu N
C[N/Y ™ NHBoc TFA \©: > ONH,
N

Déprotection
amine protégée quantitative amine primaire
ALIPF228,n=1 ALIPF230,n =1
ALIPF290,n =2

Schéma 3.36. Synthése des amines primaires de type 2-aminobenzimidazole

Etant donné que le rendement global sur les deux derniéres étapes est limité par la

purification de la premiére, la déprotection a été réalisée directement sans isoler l'intermédiaire N-
Boc, avec un rendement global de 60 %.

3.1.5 Synthése des amides de type pyrimidinobenzénique

L’accés aux amides a été envisageé selon une synthése convergente entre un précurseur de

type acide carboxylique et un précurseur amine (schéma 3.1 and 3.37), préparés comme décrits
dans les sections 3.1.2 — 3.1.4.
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NH, NH,
/g R, H )§ Rip
PN toRe MR Nl i
Ry~ !
= 2 idi Pz N R
” COOH n Couplage type peptidique )\)\H Hn 1
(0]

acide carboxylique amine amides de type pyrimidinobenzénique

N K N N_K
— N
Ri= Oy My
° t-Bu N t-Bu N t-Bu

R,=H, i-Pr
Ry =H, OH

n=23

Schéma 3.37. Synthése des amides de type benzénique via un couplage de type peptidique

Trois types d’agents de couplages ont été initialement évalués dans différents solvants,

pendant 12 heures a température ambiante (tableau 3.3) :

o (benzotriazol-1-yloxy)tris(pyrrolidine)phosphonium hexafluorophosphate (PyBOP)

¢ 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) / N-[(1H-benzotriazol-1-yl)(diméthylamino)-méthyléne]-N-
méthylméthanaminium hexafluorophosphate N oxide) HBTU

o HOBt / 1-éthyl-3-(3'-diméthylaminopropyl)-carbodiimide (EDCI, aussi nommée EDC, EDAC ou

WSC - « water-soluble carbodiimide »)
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Tableau 3.3. Optimisation des couplages de type peptidique

NH» NH,
M Rs  2He “M’m NN RSFI?z
¥ OH + Ry
” I : n Couplage de /I\)\H N\M/nm n=24
type peptidique
acide carboxylique amine Amides de type benzénique
R; =H, ALIPF193
R; = OH, ALIPF196 H H H{\rn
Ri= ANy N ‘
o O\t-Bu NOt—Bu
. . Agents de Rendement
Entrée | Composé R4 R2 R; couplage Solvant (%)
N R
1 ALIPF194 \g O\ H H HOBt / EDCI THF 13
n=2 t-Bu
N_K
2 ALIPF194 %‘{ \g @\ H H PYBOP DMF 13
n=2 t-Bu
N_K
3 ALIPF194 “"{ \g @\ H H HOBt/ HBTU DMF 43
N n=2 t-Bu
2 N R
E’ 4 ALIPF198 E‘f I \©\ i-Pr H HOBt / HBTU DMF 90
‘@ n=2 t-Bu
a K
5 ALIPF199 l“f \g \©\ i-Pr H HOBt/ HBTU CHxCl, 4
n=3 t-Bu
o
CHCl; -
|
6 ALIPF200 N BU H H HOBt/ HBTU DMF 2
n=3
N
7 ALIPF242 W Bu H H HOBt / HBTU DMF 31
n=4
N K
8 ALIPF202 ES{ \fol/ \©\ i-Pr OH HOBt/ HBTU DMF 10
n=2 t-Bu
N K
1] 9 ALIPF202 E‘f \fol/ \©\ i-Pr OH HOBt / EDCI DMF 53
g n=2 t-Bu
nq, H H
T 10 | ALIPF207 | ¥ T @ i-Pr OH PyBOP DMF 2
n=3 t-Bu
N
11 ALIPF203 W@t-m H OH HOBt / EDCI DMF 41
n=3

D’une part, il a été observé que les agents HOBt / HBTU donnent de meilleurs rendements
avec les dérivés non phénoliques (tableau 3.3, entrées 3, 4, 7). En revanche, les agents HOBt /
EDCI montrent de meilleurs résultats avec les dérivés phénoliques (tableau 3.3, entrée 9 et 11).
L’agent de couplage PyBOP ne fournit dans aucun cas un rendement correct. En plus, la réaction
avec cet agent n’est pas totale et la plupart du produit de départ est récupérée (tableau 3.3,

entrées 2 et 10).
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D’autre part, le DMF est le solvant approprié vu un manque de solubilité des produits de
départ soit dans le THF ou le dichlorométhane, empéchant la réaction (tableau 3.3, entrées 1 et
5). Méme, un mélange CH,Cl, — DMF (8:2) ne permet pas la solubilisation des produits

empéchant le déroulement de la réaction (tableau 3.3, entrée 6).

De maniére générale, le groupement isopropyle permet d’obtenir de meilleurs rendements
dans des bonnes conditions réactionnelles (tableau 3.3, entrée 4). Par exemple, la synthése de
'amide ALIPF194 (table 3.3, entrée 2) présente un rendement moins important (13 %) que la

synthése de son analogue isopropylé ALIPF198 (43 %) (tableau 3.3, entrée 3).

De ce fait, plusieurs amides primaires et secondaires ont été synthétisés via un couplage
de type peptidique (tableau 3.4) utilisant 3 types d’agents de couplage : HOBt (0,5 éq.) / HBTU
(1,5 éq.) (méthode A), HOBt (1,5 éq.) /EDCI (2,5 éq.) (Méthode B) et PyBOP (1,2 éqg.) (méthode
C).

Tableau 3.4. Synthése des amides de type benzénique via un couplage de type peptidique

NH, NH,
R
NN 3 . 2HC H NN Rs R,
| Ny Ry | |
MN OH + Ry \Mn )\/k N Ry
H Couplage de ” Hn n=24
o type peptidique o) B
acide carboxylique amine Amides de type benzénique

R3 = H, ALIPF193
R3 = OH, ALIPF196

_ H H H H H
Ri= 3Ny N SN N NHBoc
0 N Ra N\Qt-s X
t-Bu u

R4 = H, t-Bu, OCH; Cl, CF3

Entrée | Composé R Rq R: | Méthode® Re"‘(’;')“e"‘
N R
1 ALIPF194 | ¥ T O H H A 43
n=2 t-Bu
N_R
2 ALIPF197 | ¥ T O H H A 68
n=3 t-Bu
N R
3 ALIPF198 | ¥ T @ iPr H A 90
n=2 t-Bu
0 N_R
9 4 ALIPF199 | ¥ T O iPr H A 4
é n=3 t-Bu
2 i
o 5 ALIPF201 W@pm H H A 13
n=2
N
6 |AuLPF200| T C H ’ A 5
N t-Bu
n=3
s
7 ALIPF277 s‘z/\Nﬁ @ H H A 69
n=3
Entrée | Composé R1 R, R; Méthode? | Rendement
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(%)
H
8 | ALIPF295 | U Y H H A 26
N OCHg
n=3
¥
9 | ALIPF297 At A 48
Se 0|
n=3
§
10 | ALUPF203 | Y H H A 37
N CF3
n=3
0 ¥
o 1 | AUPF242 | XY H H A 31
Eﬂ N t-Bu
0 n=4
< ¥
o 12 |AupF211|  OOv g A 20
N Bu i-Pr H
n=4

13 ALIPF244
-Bu

=
o X
zZT
z=(
i ZT
I
I
>
©

H H
N
14 | AUPF292 | U 7" H H A 28
N\@—t—Bu
n=3
15 | ALIPF240 | __, \NHBoe H H A 60
HoH
16 | ALIPF205 | ¢ WNO H OH B 20
n=2 © t-Bu
HoH
" 17 | ALIPF202 | ¥ WNO iPr OH B 13
() n=2 © t-Bu
c
‘0 NN
£ 18 ALIPF207 Oy iPr OH C 2
n=3 © t-Bu
N
19 | AUPF203 | T ‘@ H OH B 41
t-Bu
n=2

@ Méthode A : HOBT (0,5 éq.), HBTU (1,5 €q., 1 €q. pour ALIPF297, ALIPF293), DIEA (4 éq.), DMF, température ambiante,
12 h.

® Méthode B : HOBT (1,5 éq.), EDCI (2,5 éq.), DIEA (4,5 éq.), DMF, température ambiante, 12 h.

“Méthode C : PyBOP (1,2 éq.), DIEA (4 éq.), DMF, température ambiante, 12 h.

De fagon analogue, le dérivé triazinique ALIPF233 a été synthétisé selon la méthode A avec

un rendement de 50 % (schéma 3.38).

NH, Hy
NN - 3HCI HQN\/\/H n Méthode A: N™SN
PPN OH e HOBt, HBTU, DIEA PPN N H H
HN" N7 + 5 = H,N" NN NN
H I +BU DMF H e
Couplage type peptidique o 9]
ALIPF231 ALIPF154 ALIPF233 tBu

50 %

Schéma 3.38. Synthése de I’'amide de type triazinique
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L’amine ALIPF240 est déprotégée avec le TFA a température ambiante pour aboutir a
l'analogue porteur d’'une fonction amine primaire sur sa chaine latérale (ALIPF246). Le
chlorhydrate a été obtenu aprés traitement de la forme base par I'HCI 5-6N dans lisopropanol
(schéma 3.39).

NHz NH,

NHy NH, o]
N)*N NN %J\CF N)M. NN .3 HCl
| H TFA | H 3| NaOH M H Hel )‘\/k R
A, N~ rmos——— | Ay N~ — ANy Ny, — e Ny ~
H H N H H J
(o} o) o
amine N-Boc trifluoroacétate de I'amine amine primaire amine primaire trichlorhydrate
ALIPF240 ALIPF246

Schéma 3.39. Déprotection d’une amine N-Boc protégée par du TFA

Le couplage de type peptidique avec les agents HOBt/HBTU se déroule selon le mécanisme
proposé dans le schéma 3.40.[165] La premiére étape correspond a la déprotonation de I'acide
carboxylique par une base non nucléophile (DIEA). L'ion carboxylate ainsi formé attaque le
carbone électrophile de I'HBTU et forme I'ester activé 1 qui subit une attaque par I'HOBt pour
permettre la formation d'un ester d’'HOBt (ester activé 2) libérant la tétraméthylurée. La derniére
étape correspond a l'attaque de I'amine sur le carbone électrophile du deuxiéme ester activé pour

conduire a la formation d'une liaison amide.
Mécanisme réactionnel
PFg
e} /LNJ\ j\ /_\‘\?:/
RJ\OH * N R™ O o
acide carboxylique base (DIEA) acide carboxylique NI /N/
déprotoné ©: N
® 2
PN N
1§

base protonée

| N 0
N N gza ,\5( )
O\ R ! R
N ° N, M
N o @[ N R N R” O NHR'
N, D Q o N N e
N N c S .
P(%e N N/\ j@ o Q ester activé 2 amine l\i amide
ester activé 1 N \NLN/ + N\N N
OBt [ N N
tétraméthylurée OBt

Schéma 3.40. Mécanisme proposé pour le couplage de type peptidique avec les agents HOBt / HBTU

Le couplage de type peptidique avec les agents HOBt/EDCI se déroule selon le
mécanisme proposé dans le schéma 3.41.[165] L’acide carboxylique est déprotoné par une base
non nucléophile (DIEA) afin de former le carboxylate correspondant, qui réagit avec la carbodiimide
pour conduire a la formation d’'une O-acylurée. Cet intermédiaire réagit avec le HOBt afin de
générer un ester activé de type benzotriazole en libérant une urée soluble dans l'eau, la
diméthylamino-propyléthylcarbodiimide (EDCU). L’effet attracteur du cycle benzotriazole fragilise la
liaison C-O de l'ester et il réagit ainsi plus facilement avec une amine pour former I'amide

correspondant.
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Mécanisme réactionnel

% )\ J\ o L
)J\ + N )J\ m h‘)
R” “OH K R” O ¢
acide carboxylique base (DIEA) acide carboxylique N
déprotoné
BWR
S

<N
base protonée EDCI
\\NH /
N
)\<‘N/\/\ \ % o
RS H N\N\JR'T' e r
\/O/ / N . o
N N 2 (e} amide
O-acylurée N : C
N o ester activé amine ©:N\
N N
HOBt YNH N
f““
EDCU

Schéma 3.41. Mécanisme proposé pour le couplage de type peptidique avec les agents HOBt / EDCI

Le couplage de type peptidique avec 'agent PyBOP se déroule selon le mécanisme proposé
dans le schéma 3.42.[165] L’acide carboxylique est déprotoné par une base non nucléophile
(DIEA) pour former le carboxylate correspondant, qui réagit avec le PyBOP pour conduire a la
formation d’'un ion acylophosphonium. Cet intermédiaire réagit avec le HOBt afin de générer un
ester activé de type benzotriazole en libérant I'oxide de tris(pyrrolidin-1-yl)phosphine. L’ester réagit

ensuite avec une amine pour former 'amide correspondant.

Mécanisme réactionnel

. I o o

) @NH
* o \ e oE
acide carboxylique base (DIEA) acide carboxylique N, N
@ déprotoné @E ‘N O
PNON N
N
K PyBOP

base protonée

/
ion acylophosphosphonium (e} P\‘N

Schéma 3.42. Mécanisme proposé pour le couplage de type peptidique avec I’'agent PyBOP

Une deuxiéme approche pour l'obtention des amides a été évaluée : via un chlorure

d’acide. Cette approche est décrite dans la section suivante.

99



These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Afin d’obtenir les amides de type pyrimidinobenzénique suivant la stratégie de synthése
présentée initialement (schéma 1), I'acide carboxylique adéquat est converti en chlorure d'acyle
par le chlorure de thionyle (SOCI,). L’amine partenaire réagit ainsi sur le dérivé obtenu

précédemment en présence d’une base via une addition-élimination (schéma 3.43).

NH, NH2 J\TZ
H R.
NN Rs N \N R v rAN R 3R2
| -
/ka /K/k cocl 2 n - " M MR1
H COOH  chioration addition-élimination
acide carboxylique chlorure d'acide amine ides de type benzéniq
H H H H H
_ N__N N N_N
"N, Ty Y
tBu +-Bu tBu
Ry=H, i-Pr
R3 =H, OH
n=23

Schéma 3.43. Synthése des amides de type benzénique via un chlorure d’acide

L’acide carboxylique réagit avec le SOCI, a reflux pendant 12 heures pour former le chlorure
d’acide correspondant qui réagit, sans étre isolé, avec une amine en présence de la TEA comme

base pour former 'amide correspondant (schéma 3.44).

NH,

HQNM Bu N’*N OHH
amine P> H
ALIPF188 /K/,\H N\/\/\\/N
¢} N

t-Bu

NH2 NH, amide
OH 5 1 socl, N/gN Rs ALIPF213
)\yh —== 2 T
Chloration MN COocCl HH
H HoN
o 2 \/\’NYN NH,
acide carboxylique chlorure d'acide amine o \©\t-Bu N)QN OH
ALIPF196 ALIPF154 { H H H
2N N A~_N_N
21% H T \©\
o 0]
t-Bu

amide
ALIPF229

Schéma 3.44. Synthése des amides via un chlorure d’acide

Le SOCI, joue le réle de réactif et de solvant dans la premiere étape de cette voie de
synthése. Lorsque cette réaction a été réalisée avec du SOCI, dilué dans du dichlorométhane
comme solvant, a température ambiante, la formation de chlorure d’acide est moindre. Il semblerait
que I'OH en B de la fonction acide carboxylique diminuerait sa réactivité ; une haute température
(76 °C, reflux) et une concentration importante de SOCI, (30 a 40 équivalents) sont requises. La
premiére étape est donc limitante dans cette stratégie. Méme si la purification des amides obtenus
par cette voie a été plus simple que celle de ceux obtenus par un couplage de type peptidique, car

moins de produits secondaires, le rendement reste inférieur (10 a 20 %).
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3.2 Série de composés de type benzylamine
3.2.1 Synthése de la série de composés de type benzylamine via une réduction d’amide

La synthése des composés de type benzylamine a été initialement envisagée via une

réduction de carbonyle des amides (schéma 3.45).

R R
O O . = O
|
N R
)\%N R /K/\N NMR1

H n H n

(0]
amines de type benzénique amides de type benzénique

- N
Ri= Xy L Oy My
© t-Bu N tBu N tBu
amines de type urée  amines de type benzimidazole

R,=H, i-Pr
Ry =H, OH

n=23

Schéma 3.45. Rétrosynthése des benzylamines a partir des amides correspondants
Un exceés de LiAlH, (4 a 11 équivalents) a été utilisé comme agent réducteur dans le THF a

température ambiante et a reflux mais sans succes. Un seul composé (ALIPF206) a pu étre isolé

avec un rendement trés faible (3 %) (schéma 3.46).

NH; NH,
NH*N H o t-Bu LiAIH, Nl/gN @\/H o t-Bu
)\%H N\/\N)J\N/©/ Réduction /K/J\N N\/\N/U\N/©/
S H H 3o H H H
ALIPF194 ALIPF206

Schéma 3.46. Synthése de I’lamine ALIPF206 via une réduction d’amide

Etant donné la récupération quasi quantitative de 'amide de départ (ALIPF198, ALIPF194),
il a été conclu une non réactivité de ces amides sous les conditions de réductions décrites

précédemment. Ainsi, une voie alternative a été envisagée et décrite dans la section suivante.

3.2.2 Synthése de la série de benzylamines via une amination réductrice

L’accés aux benzylamines a été envisagé via une amination réductrice entre les amines
obtenues suivant les stratégies décrites dans les sections 3.1.2 — 3.1.5 et la fonction aldéhyde
provenant d'une réduction de la fonction acide carboxylique des précurseurs de type

pyrimidinobenzénique décrits dans la section 3.1.1 (schéma 3.47).
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NH, NH,
)§ R; )§ R, H
N N R; N N + N R
PN VR — AL H Ryt
N ~r N n
H n H 5
amides de type benzénique aldéhydes amine
N R U
Ri= Xy 101 A
Bu t-Bu /,\]fz
R
Ry=H, i-Pr NN s
R;=H, OH /“\/kN OH
n=23 H o)

acides carboxyliques

Schéma 3.47. Rétrosynthése des benzylamines via une amination réductrice

Ainsi, la fonction acide carboxylique des dérivés pyrimidinobenzéniques est réduite pour
donner lalcool primaire correspondant qui est ensuite oxydé en aldéhyde. Finalement, une
réaction d’amination réductrice entre le dérivé aldéhyde et une amine aboutit a I'amine
correspondante souhaitée (schéma 3.48).

H
N R.

NH. NH, NH. - 1 NH.

T . T . e S s
i S SN & B PR3 S W 4 &
)\/\N réduction = N oxydation = N amination = N S

H H H réductrice H n
[e] [e]
acide carboxylique alcool primaire aldéhyde amides de type benzénique
N N
Ri= XY L Y
8u t+-Bu
Rp=H, i-Pr
Ry =H, OH
n=23

Schéma 3.48. Synthése des benzylamines via une amination réductrice

La premiére étape de cette stratégie a été entreprise en utilisant du LiAIH, dans le THF. Une
faible réactivité a été observée avec le dérivé phénolique (ALIPF223) obtenu montrant un
rendement trés faible (7 % face au 72 % de I'analogue non phénolique — ALIPF208) probablement
dd a I'hydroxyle en position B de I'acide carboxylique et de I'aminopyrimidine puisque I'acide 2-
hydroxybenzoique a été réduit par du LiAIH, (schéma 3.49).

NH NH,
OO0 e
B —— |
)\%N COOH réduction )\%” OH
acide carboxylique alcool primaire
R =H, ALIPF193 ALIPF208, R=H
R = OH, ALIPF196 ALIPF223, R = OH

Schéma 3.49. Réduction de la fonction acide carboxylique par un hydrure

Deux méthodes ont été évaluées pour oxyder la fonction alcool des dérivés obtenus dans la
premiére étape : l'utilisation du chlorochromate de pyridinium (PCC) et I'oxydation de Swern

(DMSO, chlorure d’oxalyle). Le rendement varie respectivement entre 4 et 30 % (schéma 3.50).
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NH, NH;
syey &
_ = |
/KAN OH oxydation MN H
H H
o
R Méthode A : PCC 4% .
alcool primaire © : aldéhyde
ALIPF208 Méthode B : Swern 30 % ALIPF210

Schéma 3.50. Oxydation de la fonction alcool pour aboutir au dérivé aldéhyde

Il a été observé que dans les deux méthodes étudiées, la réaction n’est pas compléte et une
quantité de 'alcool de départ a été récupérée.

L'oxydation de Swern permettant d’aboutir a 'ALIPF210 implique des conditions plus
douces avec des réactifs moins toxiques, comparée a l'utilisation de PCC. Dans la premiére étape
de la réaction, le DMSO réagit avec le chlorure d’oxalyle pour fournir I'ion dimethylchlorosulfonium.
Cet ion réagit avec un alcool a -78 °C pour former un ion alkoxysulfonium. La déprotonation de cet
intermédiaire aboutit a I'ylure de soufre qui subit une déprotonation intramoléculaire via un état de
transition semicyclique a 5 sommets afin de former 'aldéhyde correspondant (schéma 3.51). Cette
réaction nécessite la présence de protons en o de I'hydroxyle pour compléter la derniére étape

aboutissant au dérivé carbonylé, d’'ou une limite aux alcools primaires et secondaires.

Mécanisme réactionnel

cl__0 o) o o
N {_\I,\‘ \SQAiE o @ — —8lw +CO,+CO+CF
~Ow0” To Cl \

/S$ CI) - \/

(o le
PN —~S@ A~.S
R
alcool OU \ ; R S

HCI
ion dimethylchlorosulphonium

DMSO chlorure d'oxalyle ion dimethylchlorosulphonium

ion alkoxysulphonium

y o

H .
B:
H H CH,
H
J N — R .
R 07N R T0™™ R/&O S\
ion alkoxysulphonium ylure de soufre aldéhyde

(intermédiaire semicyclique)

Schéma 3.51. Mécanisme de I’oxydation de Swern

Une réaction d’amination réductrice entre I'aldéhyde (ALIPF210) et une amine (ALIPF140) a
été essayée sans succes, probablement du fait de I'instabilité de I'aldéhyde. Ainsi, une autre voie

de synthése a été congue et détaillée dans la section suivante.

3.2.3 Synthése de la série des benzylamines via une substitution nucléophile

L’accés aux amines de type benzénique a été envisagé via une substitution nucléophile
des amines obtenues (sections 3.1.2 — 3.1.5) sur le dérivé benzénique correspondant possédant

un groupement partant (schéma 3.52).
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Schéma 3.52. Rétrosynthése des benzylamines via une substitution nucléophile

L’alcool primaire du dérivé benzénique (détaillé dans la section 3.2.2) subit donc soit une
réaction de tosylation soit une réaction d’halogénation. Les dérivés ainsi obtenus subissent une Sy

par une amine pour fournir les composés souhaités (schéma 3.53).

z
I

2

N/KN
Tosylation | /@/
=
., ML
R; NH;
NTSN H
R.
L I o AT
N
H amine /K/k NMR1
NH, n
alcool primaire /k
N7 N Amines de type benzénique
Chloration M

Schéma 3.53. Synthése des benzylamines via une substitution nucléophile

L’alcool primaire (ALIPF208) réagit ainsi avec le chlorure de p-toluénesulfonyle en présence
d’'une base pour aboutir au dérivé tosylé correspondant (ALIPF216). Plusieurs solvants ont été
évalués (pyridine, acétonitrile et acétone) en présence d’une base organique (TEA, pyridine) ou
inorganique (K>COg). Lorsque la pyridine a été utilisée (comme solvant et comme base), le produit
tosylé souhaité n’a pas été obtenu et I'alcool de départ est récupéré. La pyridine a été remplacée
par I'acétonitrile et la TEA utilisée comme base. Le produit se forme a température ambiante mais
la réaction n’est pas compléte. Lorsque la TEA a été remplacée par une base inorganique (K,CO3),
le produit de départ ne réagit pas. Finalement, la réaction a été évaluée dans l'acétone a reflux
pendant 16 heures en présence d’'une base inorganique (K,COs;) et le produit tosylé (ALIPF216) a
été obtenu avec un rendement de 40 %. Ce dérivé a été mis en réaction avec la TEA et 'amine

ALIPF154, mais la substitution nucléophile n’a pas eu lieu (schéma 3.54).
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NH NH,
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MN OH > = N OTs
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alcool primaire 40 % dérivé tosylé
ALIPF208 ALIPF216
o
NS N NH:
H
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t-Bu

amine primaire  TEA
ALIPF154

amine
ALIPF206

Schéma 3.54. Synthése d’une benzylamine via un dérivé tosylé

Parallelement, le dérivé chloré (ALIPF221) a été obtenu a partir de la réaction de I'alcool
primaire correspondant (ALIPF208) avec le chlorure de thionyle a température ambiante et avec

un rendement de 79 %. Le SOCI, joue a la fois le role de réactif et de solvant (schéma 3.55).

NH; NH,
N|/I§N socl N,/gN
SO o e T
Z H o Chloration )\%H “
79 %

alcool primaire dérivé chloré
ALIPF208 ALIPF221

Schéma 3.55. Chloration d’un alcool primaire avec le chlorure de thionyle
Le dérivé phénolique (ALIPF223) semble a nouveau étre moins réactif dans ces conditions
réactionnelles. Malgré 'augmentation de la température de réaction (reflux) ou I'utilisation d’'une

base (TEA) pour piéger 'HCI libéré, le produit halogéné correspondant n’a pas été obtenu.

Le dérivé chloré ALIPF221 subit une substitution nucléophile par 'amine correspondante en
présence d’'une base (Cs,CO3) dans le DMF pour donner les benzylamines cibles (ALIPF220,
ALIPF222) (schéma 3.56). Le Kl a été utilisé afin d’améliorer le rendement faible de cette réaction

mais sans succes.

¢

Cs,CO3

H H
H2N\/\/N\H/N\©\ NH
2
o
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NH;

amine primaire N N /@\/
ALIPF154 H H H
N ~N N
N
N b
o
)§ N ALIPF220

| —'s
Cl N
A,

H
N
HN \/\/\Y\q t-Bu NH.
dérivé chloré amine primaire Q
ALIPF221 ALIPF188 Base M ’
Cs,CO3, KI Z N N H
H \/\/\(

|
N B
ALIPF222 u

Schéma 3.56. Synthése des benzylamines via une substitution nucléophile

: t-Bu

N
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3.3 Série de composés de type thiophéne
3.3.1 Synthése des composés de type thiophéne via une synthése convergente

Comme pour la série de composés de type benzénique, les amides thiophéniques ont été
congus via une stratégie de synthése convergente entre un précurseur de type acide carboxylique
et une amine de type urée ou benzimidazole préparée au préalable (sections 3.1.2 — 3.1.4).
L’accés au précurseur acide carboxylique a été initialement envisagé via une substitution de

'aminopyrimidine sur un thiophéne halogéné (schéma 3.57).

NH2 NH
2
N/QN A
N7 H
AL Y T om N Ry
N~ g R — = NM + R \H,n
4 N, HYS %
R; n
Amides de type thiophéne acide carboxylique amine

Ris X \cf)r \©\t-Bu x”{\l\lﬁ\%;>_uau X \I\W\Qt-Bu /ZHZ

NN T\ OH
amines de type urée  amines de type benzimidazole = NH, Hal™ ~g Y
i amino thiophéne halogéné
Ra=H ior pyrimidine
n=23

Schéma 3.57. Rétrosynthése des produits de la série thiophéne via une synthése convergente

La synthése du précurseur acide carboxylique de type thiophéne comporte un couplage
entre la 2,4-diamine-N*-benzyl-N*-méthylpyrimidine et 'acide 5-bromothiophéne-2-yl-carboxylique
(schéma 3.58).

Bn_
/ZH
N
N — Br~ s couplage
N o}
H
2,4-diamine-N2-benzyl-N*-méthylpyrimidine acide 5-bromothiophéne-2-carboxylique précurseur

acide carboxylique
Schéma 3.58. Synthése des précurseurs acide carboxylique
Deux conditions ont été testées pour réaliser ce couplage :

» Couplage de type Buchwald-Hartwig : BINAP, acétate de palladium, Cs,CO; dans le

toluéne a reflux.

» Couplage de type Ullman : Cul, Cs,CO3 dans I'acétonitrile a reflux.
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Aucune condition réactionnelle n’a permis d’obtenir le produit souhaité.

L’aminopyrimidine a été remplacée par la benzylamine et la méthylbenzylamine. Le produit
ainsi obtenu serait debenzylé pour fournir le dérivé amine correspondant qui réagirait avec

'aminopyrimidine halogénée pour aboutir au précurseur désiré (schéma 3.59).

i \ OH -
@\/H * Br— > g

‘R o) couplage

R = H, benzylamine acide 5-bromothiophéne-2-yl-carboxylique
R = CH3 méthylbenzylamine

NH
BN
|
R=H, CH; NN \OH S
MNM SNAr

amine debenzylée

Schéma 3.59. Synthése des précurseurs de type acide carboxylique

Néanmoins, le couplage de départ n’a pas abouti au dérivé aminé. Une modification de cette
stratégie de synthése a été entreprise.

Une amine synthétisée au préalable (sections 3.1.2 — 3.1.4) réagit avec l'acide 5-
bromothiophéne-2-yl-carboxylique via un couplage de type peptidique. Le dérivé halogéné ainsi
obtenu réagit avec la benzylamine. Une étape de débenzylation suivie d’'une substitution sur
I'aminopyrimidine fournit les produits cibles (schéma 3.60).

N "2 R ©\/ Re R4
1\ OH RZ/NWR1 T\ N-g 1 NH, /@\«NM
Br~ g + n - . BN N @/\N s N
© couplage de o couplage H 0o
acide 5-bromothiophéne-2-yl-carboxylique amine type peptidique

amide dérivé benzylamine

débenzylation

NoR R N K NH

- N,

Ri= My Oy My 2
© t-Bu N t-Bu N\Qilﬂu

N\)QN Re g
. - NH, A TN N
amines de type urée  amines de type benzimidazole )\ Cl HoN s n
N™SN l A\ OH [e]
Ry =H, i-Pr M'T‘ s Y SnAr aminothiophéne
R

Schéma 3.60. Synthése des produits de la série thiophéne via un aminothiophéne

La premiéere étape de cette voie de synthése a été réalisée en présence d’HOBt/HBTU dans
le DMF pour fournir 'amide ALIPF269 avec un rendement de 52 %. Néanmoins, lorsque cet amide
a été mis en réaction avec la benzylamine dans des conditions de Buchwald-Hartwig décrites

auparavant, le dérivé aminé attendu n’a pas été obtenu (schéma 3.61).
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t-Bi ?
-Bu
O A o t-Bu
NN~
o 3 /©/ HOBt, HBTU, DIEA \ N NJLN@/
Br s HoN N N H
o H H DMF Br H
Couplage type peptidique .
acide 5-bromothiophéne-2-yl-carboxylique amine amide
ALIPF154 52% ALIPF269
Couplage type

Buchwald-Hartwig

dérivé benzylamine

Schéma 3.61. Synthése des produits de la série thiophéne via un aminothiophéne

De ce fait, cette stratégie de synthése a été modifi€e comme décrite dans la section

suivante.

3.3.2 Synthése de la série de composés de type thiophéne via une SyAr

L’accés aux dérivés thiophéniques a donc été envisagé a partir d’'une réaction de la fonction
amine portée par le dérivé thiophénique sur la 2-amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine. L’amine
portée par le dérivé thiophénique provient de la réduction du groupement nitro du thiophéne. Ce
dérivé est obtenu via un couplage de type peptidique entre la fonction acide carboxylique de I'acide
5-nitrothiophéne-2-yl-carboxylique et une amine primaire ou secondaire synthétisée au préalable
(sections 3.1.2 — 3.1.4) (schéma 3.62).

NH,

/4 NH,
g 0 NJ*N /@\(O 0N (P~
MND\( — 4 _ + HoNT g R, — 2 S ¢ R,
H oS Ry cl Nt Ry ln
/NM R2 n 2
R2 n
Amides de type thiophéne 2-amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine dérivé aminé dérivé nitré
H oH H HoH U
- N__N N N__N
YT, Ty O X q
Bu t-Bu NOt-Bu / \\_ OH R /NVR‘I
O,N" g * 2 n
amines de type urée  amines de type benzimidazole o
acide
-ni i éne-2-yl- i amine
Ry = H, i-Pr 5-nitrothiophéne-2-yl-carboxylique
n=23

Schéma 3.62. Rétrosynthése des produits de la série thiophéne via une SNAr

Ainsi, 'acide 5-nitrothiophéne-2-carboxylique réagit via un couplage de type peptidique avec
les amines synthétisées au préalable. La fonction nitro sur le dérivé amide ainsi obtenu subit une
réduction en amine.[166] Ce dérivé réagit avec la 2-amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine pour fournir

les amides cibles (schéma 3.63).
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Schéma 3.63. Synthése des produits de la série thiophéne via une SNAr

De ce fait, des amides primaires et secondaires ont été obtenus via un couplage de type

peptidique avec les agents de couplage HOBT (0,5 éq.) / HBTU (1,5 éq.) (méthode A, section
3.1.5) (tableau 3.5).[165]

Tableau 3.5. Synthése des amides de type thiophénique via un couplage de type peptidique

N R 2R
O I\ oH N Ry M, Méthode A N Nsg
oNTs” 0N g n
couplage de
acide 5-nitrothiophéne-2-carboxylique amine type peptidique amide porteur d'une
fonction nitro
Ri Rz n=2 n=3 n=4
E{HTH H ALIPF283 (35 %) | ALIPF306 (80 %) NS
©\t-Bu i-Pr NS ALIPF273 (97 %) NS
N
l%(\NW : H ALIPF271 (30 %) | ALIPF275 (60 %) | ALIPF284 (42 %)
t-Bu
H H
" N>\:
\’\W H NS ALIPF301 (50 %) NS
t-Bu

Méthode A : HOBT (0,5 éq.), HBTU (1,5 éq., 1 éq. pour ALIPF306, ALIPF301), DIEA (4 éq.), DMF,
température ambiante, 12 h.

Les rendements des produits isolés sont entre parenthéses. NS : Non synthétisé.
Les rendements parfois trés faibles pourraient étre dus a la formation de produits
secondaires. En effet, il a été décrit que lorsque un excés d’'HBTU est utilisé, 'amine peut réagir

avec I'HBTU et conduire a la formation d’'une guanidine, compromettant ainsi le rendement de la
réaction (schéma 3.64).[167]
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Mécanisme réactionnel
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] v/ N o /
amine N HBTU P N\\ p guanidine
PFs N N
N
N

Schéma 3.64. Mécanisme proposé pour la formation d’un dérivé guanidine en présence d’un excés
d’HBTU

Lors de la formation de 'amide ALIPF283, un dérivé guanidine a également été obtenu avec

un rendement de 18 %. Ce produit secondaire a pu étre isolé et caractérisé (schéma 3.65).

t-Bu t-Bu /@/
(e}
(o] (o]
\ OH Q/ /©/ S
7 )LH N)Lu N

HOB, HBTU, DIEA H N N
0N"g Y HN TN —_— . I A N NN H
o H DMF 02N Ng H L
N couplage de o s -
acide 5-nitrothiophéne-2-yl-carboxylique amine type peptidique ALIPF283 guanidine
ALIPF145 ype peptidia ALIPF296
35% 18 %

Schéma 3.65. Synthése d’un amide et d’un dérivé guanidine

Un nombre d’équivalents moindre d’'HBTU pourrait favoriser I'obtention d’'un rendement plus
important. Ainsi, par exemple, 'amide ALIPF283 est obtenu avec un rendement de 35 % en
utilisant 1,5 éq. d’'HBTU. Par contre, 'amide ALIPF306 est obtenu avec un rendement de 80 %,
lorsque la réaction a été réalisée avec 1 éq. dHBTU (tableau 3.5). Lorsqu’'une amine secondaire
est utilisée, le rendement est aussi important (97 %) que lorsque 1 éq. de HBTU est utilisé, comme
pour I'obtention de 'amide ALIPF273.

Les dérivés nitrés subissent ensuite une réduction par du fer en milieu acide pour aboutir

aux amines correspondantes avec un rendement moyen de 68 % (schéma 3.66).

R,=H, i-Pr
R » Rz R 2
A 1
D\«NM Fe°, ACOH D\‘(N‘Mn
O.N" g n ————> HN"™g n=2234
o (o]
réduction
nitrothiophéne 68 % aminothiophéne

ALIPF285, 307, 279, 274, 280, 286, 302

= “< N N N
Ry = e Y\W H{\I\W
o ¢ N +-B t-Bu
B | N |

amines de type 2-

amines de type urée amines de type ! typ:
2-alkylbenzimidazole aminobenzimidazole
n =2, Ry=H, ALIPF285 n =2, R,=H, ALIPF274 n =3, Ry= H, ALIPF302
n =3, Ry=H, ALIPF307 n =3, Ry= H, ALIPF280
n = 3, Ry= i-Pr, ALIPF279 n =4, Ry= H, ALIPF286

Schéma 3.66. Réduction des dérivés nitrothiophéniques par du fer en milieu acide

Les aminothiophénes obtenus réagissent sur la 2-amine-4-chloro-6-méthylpyrimidine ou sur
la 2,4-diamino-6-chloro-1,3,5-triazine via un mécanisme de SyAr. De maniére analogue aux
composés décrits dans la section 3.1.1, cette réaction est réalisée en présence d’HCI en quantité
catalytique, dans le méthanol sous microondes pendant 25 minutes, avec un rendement compris
entre 11 % et 86 % (tableau 3.6).
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Tableau 3.6. Synthése des produits de la série thiophéne via une SyAr

NH,

by . Y e
/z SN A\ NMR1 HCl cat., CHzOH, o Y XAN/[S_B\( R
Y x’LCI * HoN™ ~g y n SuAr H R;NMn

amide porteur d'une
fonction nitro

X = CH, Y = CHj, 4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine
X =N, Y = NH,, 6-chloro-1,3,5-triazine-2,4-diamine

Amides de type thiophéne

MO : micro-ondes

R, R n=2 n=3 n=4
H H H ALIPF287 (62 %) | ALIPF308 (24 %) NS
RS
o Bu i-Pr NS ALIPF281 (11 %) NS

NH,

NN ALIPF276 (31 %)

ALIPF282 (86 %)

ALIPF291 (42 %)

H
‘s H
—
H H

ALIPF303 (7 %)

NS

NH,
N \N

H
N__N
/« ¥ Er O\ H NS
HoN Négj t-Bu

ALIPF318 (11 %)

NS

Les rendements des produits isolés sont indiqués entre parenthéses. NS :

3.4 Série de composés de type pyrrole

Non synthétisé.

Les composés amides de type pyrrole proviennent d’'un couplage de type peptidique entre
les amines synthétisées au préalable (sections 3.1.2 — 3.1.4) et la fonction acide carboxylique

portée par un pyrrole lié au motif aminopyrimidine. La fonction acide carboxylique de ce précurseur

provient d’un groupement ester, porté par un dérivé aminopyrimidinopyrrole obtenu a partir d’'une

réaction entre la 2-amine-4-chloro-6-méthylpyrimidine et un aminopyrrole, lui-méme obtenu a partir

du 1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate de méthyle (schéma 3.67).

NH, NH,
N/&N N/g
Ay e C o
= N — M / \ 0 + Ry v/ !
NN R Y "
A | o
Amides de type pyrrole acide carboxylique amine

RV R N_R ﬂ
" ‘K \g O\t—su W\OY'B“ ‘%{ W‘@‘"B“

NH,

_— I\ 0O
QY

amines de type urée

de type b

Ry=H, i-Pr
n=23

dérivé aminopyrimidinopyrrole

J
NH,
cl ’ Hle}\KO\

| [e]

4-chloro-6-méthylpyrimidin-2-amine aminopyrrole

Schéma 3.67. Rétrosynthése des composés de la série de

N [ho\

1-méthyl-1H-pyrrole-2-carboxylate

de méthyle

type pyrrole
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3.4.1 Synthése du précurseur acide carboxylique de type pyrrole

Dans un premier temps, le 1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate de méthyle est aminé en
position 5. Cet aminopyrrole réagit ensuite sur la 2-amine-4-chloro-6-méthylpyrimidine via une SyAr
pour aboutir au dérivé de type aminopyrimidinopyrrole porteur d’'une fonction ester. Cette fonction

est finalement saponifiée pour aboutir a I'acide carboxylique du précurseur souhaité (schéma

NH,
L
N
/ NTIN N/g
M\ o “a o AL N0 M T\ 0
N — . /N\ O— H N = N N
| © amination | © amination I O~ saponification H | oH
1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate aminopyrrole aminopyrimidinopyrrole précurseur acide carboxylique
de méthyle ALIPF304 ALIPF309 ALIPF310

Schéma 3.68. Synthése du précurseur acide carboxylique de type pyrrole

Le 5-amino-1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate de méthyle est obtenu par réduction de
l'azoture correspondant, celui-ci obtenu via l'utilisation d’'un iodane 22 asymétrique. Dans la
premiére étape de la réaction, le diacétate d'iodobenzene (Ph(OAc),, DIB), un iodure hypervalent
stabilisé, réagit avec 'acide p-toluénesulfonique pour obtenir un iodane A3 asymétrique, dérivé plus
électrophile qui subit I'attaque nucléophile du 1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate de méthyle.
L’intermédiaire hétéroaryliodonium non isolé subit ensuite une attaque nucléophile par I'azoture de
sodium pour fournir I'hétéroarylazoture qui en présence du CuCl (source de Cu(l)) conduit au

dérivé 5-azidopyrrole (ALIPF311). Ce dérivé, sans étre isolé, est réduit in situ par le sulfure

d’ammonium pour donner I'aminopyrrole souhaité (ALIPF304) (schéma 3.69).[168,169]

I\ O~ I\ o— I\ o—
N inati HNT N ' N3sTON
\ (o] amination \ o) \ le)
1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate aminopyrrole azoture
de méthyle ALIPF304 ALIPF311
8% 87 %

Mécanisme réactionnel

H
/\Q’ @
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AcO O o lots Y\ Na Ns
\,Q \ﬂ/ —O» \[fv\l/ QCOOCH;; 4@» Tso?,/[,\}\coocm —5
Ph O = S / e

-AcO O Ph \ -AcO ph | -TsO

DIB Nu:

acide p-toluénesulfonique iodane A3 asymétrique hétéroaryliodonium
[S]
N.®
N, cul
_Cu
N I\ cucl SONE 7\ (NH,),8 A
3\/|/[;>\(;00CH3 Cuot Ph/b(,-,_z — N3/FN>\COOCH3 (NHa)2S_ HZN/Q\COOCHS
ph | N Ph | |
7/ COOCH; ™
hétéroarylazoture état de transition intermédiaire azoture aminopyrrole
ALIPF311 ALIPF304

Schéma 3.69. Mécanisme proposé pour I'amination du 1-méthyl-1H-pyrrole-2-carboxylate de méthyle
via un iodane A* asymétrique
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La derniére étape de cette réaction n'a pas été compléte. L’azoture (ALIPF311) et
'aminopyrrole (ALIPF304) sont respectivement obtenus avec un rendement de 87 % et 8 %. Ainsi,
une réaction d’hydrogénation catalytique (H,, Pd/C) sur 'ALIPF311 est prévue afin d’améliorer le

rendement de la réaction d’amination.

De maniere analogue aux synthéses des sections 3.1.1 et 3.3.2, 'aminopyrrole obtenu
précédemment réagit sur la 2-amine-4-chloro-6-méthylpyrimidine via une SyAr, en présence d’'HCI
en quantité catalytique, dans le méthanol sous microondes pendant 25 minutes, pour aboutir a
'aminopyrimidinopyrrole ALIPF309 avec un rendement de 20 %. Ce dérivé est mis en suspension
dans un mélange NaOH 6 N — éthanol (1: 2) pendant 12 h pour fournir le précurseur acide
carboxylique (ALIPF310) (schéma 3.70).

NH, NH,
NH, L N/g
A N3N N
/U ﬂ\\{O\ HCI cat., CHyOH, pO M T o NaOH, EtOH M I\ o
= + HoNT N E—— - NN
cl =0 o SyAr N N G  saponification H 1 oH
2-amine-4-chloro-6-methylpyrimidine aminopyrrole 1O : micro-ondes dérivé aminopyrimidinopyrrole précurseur acide carboxylique
ALIPF304 ALIPF309 ALIPF310

20 %
Schéma 3.70. Synthése du précurseur acide carboxylique via une SyAr et une saponification

Etant donné la nature de zwittérion de I'ALIPF310, sa purification a été limitante. Nous
envisageons donc de réaliser I'étape de saponification sur I'azoture ALIPF311, pour aboutir a
'acide carboxylique qui réagira avec une amine préparée au préalable (sections 3.1.2 — 3.1.4). La
fonction azoture de I'amide ainsi obtenu sera réduite par hydrogénation catalytique (H,, Pd/C). Le
produit ainsi obtenu sera finalement couplé a la 2-amine-4-chloro-6-méthylpyrimidine en présence

d’HCI en quantité catalytique pour fournir le produit cible correspondant (schéma 3.71).

H
I \__ O~ NaoH, EtOH J \\_ oH N Ri1 I \_ P
N3/Q\‘g — . NN + Ry \Hn HOBt, HBTU, DIEA Ne >N R,
| saponification | 0 DMF | R’NMn
2
azoture azoture amine couplage de .
ALIPF311 ALIPF313 type peptidique Amides de type pyrrole
H H
H H H N
\{NWN YON NN Ha, PA/C
FOL. s N D)
t-Bu réduction
NH,
NH, ";/QN
N/&N MCI
4
MN / \ e} 2-amine-4-chloro MO
H N R -6-methylpyrimidine HoN N R,
I Nt I Nt
Rj n R; n
Produit cible de type pyrrole Aminopyrrole

Schéma 3.71. Synthése du précurseur acide carboxylique via une SyAr et une saponification

3.5 Série de composés de type 3-hydroxythiophéne et 3-hydroxypyrrole

Les composés amides de type 3-hydroxythiophéne ou 3-hydroxypyrrole ont été envisagés a
partir d’'un couplage de type peptidique entre les amines synthétisées au préalable (sections 3.1.2

— 3.1.4) et la fonction acide carboxylique portée par I'hétérocycle respectif lié au motif
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aminopyrimidine. La fonction acide carboxylique de ce précurseur provient de I'ester. Ce dérivé est

obtenu a partir d’'une réaction entre une aminopyrimidine et I'hétérocycle respectif halogéné au

préalable (schéma 3.72).

N/&N OH
/ 3 o
MH /X R, —
N
R; n

Amides de type 3-hydroxythiophéne
ou 3-hydroxypyrrole

X =S, NH, N-CH3

- N
Ri= Oy Ny
© t-Bu N t-Bu N B

amines de type urée  amines de type benzimidazole

Ry=H, i-Pr

n=23

NH;
,\;/\(N OH 0
= I\ OH RZ/N\H» 1
N7 >x * n
H o]
acide carboxylique amine

U

NH,

N/QN OH
AL Y o~
NX

H 0

dérivé aminopyrimidino hétérocyclique

U
NH,

/( OH OH
SO Uy W
= Hal X X

NH, o (¢]

amino hétérocycle halogéné hétérocycle

pyrimidine

Schéma 3.72. Rétrosynthése des composés de la série de type 3-hydroxypyrrole ou 3-
hydroxythiophéne

Ainsi, I'hétérocycle correspondant, soit de type 3-hydroxythiophéne, soit de type 3-
hydroxypyrrole, subit une halogénation en position 5 pour aboutir au dérivé monohalogéné, bromé
ou chloré. Celui-ci réagit dans un couplage de type Buchwald-Hartwig avec une aminopyrimidine
commerciale afin d’obtenir le dérivé aminopyrimidine hétérocyclique correspondant. La fonction
ester portée par ce dérivé est ensuite saponifiée pour aboutir au dérivé acide carboxylique qui

réagit avec une amine synthétisée au préalable (sections 3.1.2 — 3.1.4) via un couplage de type

peptidique (schéma 3.73).
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Bn.

Couplage Buchwald-Hartwig NH OH

OH OH
@ - . Halﬂ 2. Saponification
X~ TCOOMe

X COOMe Halogénation

hétérocycle 3-hydroxylé hétérocycle halogéné

X = 8, 3-hydroxythiophén-2-yl-carboxylate de méthyle
X = NH, 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle
X = N-CHj3;, N-méthyl 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle

X =S8, NH, N-CH3
NN s R_K
- N
Ri= Xy 16} A 'y
o T O SR R =
amines de type urée  amines de type benzimidazole

Ry =H, i-Pr

n=23

Schéma 3.73. Synthése des composés de la série de type 3-hydroxypyrrole ou 3-hydrothiophéne

3.5.1 Synthése du précurseur acide carboxylique de type 3-hydroxythiophéne ou 3-
hydroxypyrrole via un couplage de type Buchwald-Hartwig

Différentes conditions de bromation du 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle ont

été évaluées (tableau 3.7).

.

Oy S
X

’V OH

dérivé aminopyrimidino
hétérocyclique

couplage de _N_ Ry
type peptidique Rty
amine
NH,
N/QN OH
N
Ho X /NHR1
Ry ' ’n

Amides de type 3-hydroxythiophéne

ou 3-hydroxypyrrole

115



These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Tableau 3.7. Bromation du 3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate de méthyle dans différentes
conditions réactionnelles

OH Br. OH Br. OH
I \__ o~ I\ o~ , I\ o~
H o) Bromation H Br l':"
3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle ALIPF137 ALIPF141
Rapport Rendement (%)°
Entrée Réactif Solvant Température | Durée | ALIPF137:
d’halogenation (°C) (h) ALIPF141 ALIPF137 | ALIPF141
(%)*
1,1 ég. NBS
1 2 Mol % DMF 150 24 30:70 ND ND
(CsH5CO)202
1,1 éq. NBS
2 2 Mol % CHsCN 80 24 5:95 ND ND
(CsH5C0O)202
3 | 10ScaNBS DMF 40 4 70 : 30 51 3
THF/ CH3;0OH
4 0,9 éq. NBS (1:1, viv) 20 4 80:20 44 0
CH.CI,/CH30H
5 0,9 éq. PTAB (1:1, viv) 20 12 80:20 31 0

NBS: N-bromosuccinimide; PTAB: tribromure de phényltriméthylammonium; DMF: diméthylformamide; THF:
tetrahydrofurane; ND: non determiné.

Calculé par RMN.

®Rendement des produits isolés.

Lorsque I'hétérocycle est mis en réaction avec un léger excés de N-bromosuccinimide (NBS)
et une quantité catalytique de peroxyde de benzoyle comme initiateur radicalaire, dans le DMF a
reflux, les dérivés monobromé (ALIPF137) et dibromé (ALIPF141) ont été obtenus dans un rapport
30: 70 (tableau 3.7, entrée 1). Le DMF a été remplacé par 'acétonitrile, mais la dibromation est
favorisée : le produit dibromé a été formé majoritairement (95 %) (tableau 3.7, entrée 2). Lorsque
linitiateur radicalaire a été remplacé par une irradiation de lumiére visible (lampe - 500 W), dans le
DMF & basse température, le produit monobromé est obtenu majoritairement (51 %) (tableau 3.7,
entrée 3). Des solvants plus volatils ont été testés, avec la lumiére visible comme initiateur
radicalaire. Ainsi, les conditions optimales de monobromation ont été identifiées (conditions
expérimentales A): 0,9 éq. NBS dans un mélange THF - méthanol (1: 1, v/v) a température
pendant 4 heures (tableau 3.7, entrée 4). Lorsque le NBS a été remplacé par le tribromure de
phényltriméthylammonium (PTAB) dans un mélange CH,Cl, - CH3;0H (1: 1, v/v) a température
ambiante, le temps nécessaire de réaction a été prolongé (tableau 3.7, entrée 5).

Les conditions expérimentales optimales A ont été appliquées au N-méthyl 3-hydroxy-1H-
pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle et il a été observé que le groupement N-CH; n’affecte pas le
rendement de la réaction (tableau 3.8, entrée 2). Lorsque ces conditions ont été appliquées au 3-
hydroxythiophén-2-yl-carboxylate de méthyle, le rendement de la réaction a diminué (tableau 3.8,
entrée 3). En effet, aprés 4 heures de réaction, le dérivé monobromé de type carbonyle a, 3
insaturé (ALIPF237) a été formé majoritairement (33 %) (tableau 3.8, entrée 4), seul 10 % du

produit attendu (ALIPF161) est isolé aprés 6 heures de réaction (tableau 3.8, entrée 3).
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Table 3.8. Rendement de la réaction de bromation des 3-hydroxypyrroles et 3-
hydroxythiophénes dans les conditions expérimentales A a différentes durées.

Entrée | Produit de départ | Produit monobromé? | Durée (h) | Rendement (%)b
OH Br, OH
/I \_ O~ I\ 0o~
1 N m 4 44
H e} H o]
ALIPF137
OH Br, OH
I\ 0o~ I \_ 0~
2 N N 4 42
| O | O
ALIPF171
OH Br, OH
I\ o~ I\ o<
3 s 23\( 6 10
o) o
ALIPF161
OH 9)
I\ 0o~ I\ B o
4 s s 4 33 (55 brsm)
o} o]
ALIPF237
I\ o- . /@\«o\
S r
5 o Sh 12 59
ALIPF235

brsm : based on recovered starting material, basé sur la quantité de produit de départ récupérée.
aObtenus dans les conditions expérimentales A : 0,9 ég. NBS, THF - méthanol (1: 1, v/iv), T. A.
PRendement des produits isolés.

Le 3-hydroxythiophén-2-yl-carboxylate de méthyle coexiste avec sa forme tautomére
cétonique, mais c’est la forme hydroxyle qui prédomine étant donné le caractere électroattracteur
du groupement ester.[171-174] Il aboutit donc a lintermédiaire cétonique ALIPF237 via un
mécanisme radicalaire. Cet intermédiaire serait ensuite bromé in situ par le NBS pour former le
dérivé ALIPF161 via une fB-élimination (schéma 3.74). Le rendement faible (10 %) pourrait

s’expliquer par l'instabilité de cet intermédiaire dans les conditions expérimentales A.

OH O O Br,  OH Br,  OH
[ M O~ [X\WO\ NES (D&~ | T3 _ . U\ o<
~ —_—
S S S s s
0o o Mécanisme l¢] o) B-élimination o
radicalaire
3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate intermédiare cétonique a—p insaturé dérivé C4-halogéné
de méthyle ALIPF237 ALIPF161

Schéma 3.74. Formation du dérivé monobromé ALIPF161 via un intermédiaire cétonique a—f3 insaturé

Les dérivés 3-hydroxypyrrole ou 3-hydroxythiophéne monobromés en position 5(a’) n'ont été
identifiés dans aucun cas. La présence du groupement hydroxyle en position 3 de ces hétérocycles
affecterait leur réactivité : ils montrent une sélectivité de substitution inversée par rapport a celle
des hétérocycles non hydroxylé (tableau 3.8, entrée 5). Il est donc conclu que la fonctionnalisation

de la position C5(a’) des hydroxypyrroles et des hydroxythiophénes est particuliérement complexe.

La réactivité de ces hétérocycles a donc été évaluée dans des conditions de chloration.
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Le 3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle réagit avec le chlorure de sulfuryle
(SO,Cl,) pour aboutir a un intermédiaire cétonique o—f insaturé chloré en position 2 (ALIPF155).
L’intermédiaire cétonique ainsi obtenu réagit avec 'HCI gaz dans l'acide acétique pour fournir le
composé monochloré en position 5(a’) (5-chloro-3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle),

par le biais d’'une y—élimination (schéma 3.75).[175,176]

OH 1. S0,Cl, OH
I\ o~ 2 b AeOR I Yo~
Cl S
S o
o
3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle 5-chloro-3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle
Mécanisme réactionnel
OH O o] OH OH
I\ o—__ [ O— S04, I \%o_ Ha 0 o I\, o—
s s Mécanisme s s /- élimination S
Y % radicalaire o © ©
3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate intermédiare cétonique a—p insaturé dérivé C5-halogéné
de méthyle ALIPF155

5-chloro-3-hydroxythiophéne-2-yl-
carboxylate de méthyle

Schéma 3.75. Halogénation du 3-hydroxy-thiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle via une élimination y

La premiére étape de la réaction a été optimisée : le 3-hydroxy-thiophéne-2-yl-carboxylate
de méthyle a été mis en réaction avec différentes concentrations de SO,Cl,. Lorsque I'agent de
chloration est trés concentré (produit commercial, pure 97 %), aucun produit n’a été isolé, suite a
une dégradation. En revanche, des concentrations moindres de SO,Cl, (1 M dans CH.Cl,)
aboutissent a un rapport de conversion (produit de départ : produit cible) entre 8 : 2 et 6 : 4 (calculé
par RMN). Finalement, le 3-hydroxy-thiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle a été mis en réaction
avec 1.1 éq. de SO,Cl, a une concentration de 5 M dans le chloroforme ou le dichlorométhane
(conditions expérimentales B), en présence d’une irradiation de hv (lampe - 500 W), pendant 45
minutes pour obtenir un rendement quantitatif du dérivé ALIPF155. Cette réaction a lieu selon un

mécanisme radicalaire (schéma 3.76).[177]
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OH O
SO,Cly, h
I\ o~ 2 I\ oo
S S
o (@)
3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate de méthyle ALIPF155

Mécanisme réactionnel

(e}
Initiation : CI—%“—?)I R C?—"#- ‘Cl —> S0, + *Cl + *Cl
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o el 7 /\‘ s —cl o o
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Terminaison: ¢ M \g —— g—ql
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(0] (0]
[K\?::\ \
S S
(o] (o]

R = COOCH;

Schéma 3.76. Mécanisme d’halogénation du 3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle par le
S0,Cl;

Il a été décrit dans la littérature que lorsque I'intermédiaire ALIPF155 est mis en réaction
avec de I'HBr, il oxyde I’'HBr en Br; et conduit au dérivé bromé en position 4(B’) (ALIPF161).[175]
De maniéere analogue, lorsque l'intermédiaire ALIPF155 est mis en réaction avec de I'iode dans
l'acide acétique, le produit monoiodé (ALIPF257) est obtenu (schéma 3.77). Dans les deux cas, le
dérivé halogéné en position 5(a’) n'a pas été formé.

Br. OH
Z_ﬁ\«o\

HBr, Acy' S
o
(0]

ALIPF161
7 \,%o
~

(e} lo, AcOH | OH
\ Z_ﬁ\\(o

intermédiare cétonique o—p insaturé s
ALIPF155

~

O
ALIPF257

Schéma 3.77. Bromation et iodation du dérivé ALIPF155

La réaction de chloration a été étudiée parallélement avec le N-méthyl 3-hydroxy-1H-pyrrol-

2-yl-carboxylate de méthyle (tableau 3.9).
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Table 3.9. Optimisation d’une chloration régiosélective du 3-hydroxy-1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-
carboxylate de méthyle

OH OH cl.  OH cl.  OH
N chioration C' N * N T OTN
| o) | 0 | 0 | o)

3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2- ALIPF162 ALIPF170 ALIPF167
yl-carboxylate de méthyle

Concentration | Température | Durée Rendement (%)"°
Entrée |  de SO,CI,/
CH,Cl,? (°C) (h) ALIPF162 | ALIPF170 | ALIPF167
1 pure 97 % 20 4 0 0 0
2° 10M 20 24 0 0 11
3 55M 20 12 25 0 0
4 5M 20 36 52 1 0
5° 5M 40 1 9 2 4
6 1™ 20 12 7 0 0

1.1 éq. SO,Cl, a été utilisé, excepté pour I'entrée 2 (3,1 éq. utilisés).
PRendement des produits isolés.

1.1 éq. Zn a été utilisé.

“En présence d'irradiation de hv (lampe - 500 W).

Le produit monochloré en position 5(a’) ALIPF162 a été obtenu sélectivement en une étape
et aucun intermédiaire cétonique o—p insaturé n’a été identifie. Comme pour le dérivé 3-
hydroxythiophéne, la réaction en présence d’'une concentration différente de 5 M conduit a
'absence du produit cible ou a des rendements moins importants. Lorsqu’une irradiation (lampe -
500 W) a été utilisée en tant qu’initiateur radicalaire, une halogénation non sélective a été
observée et I'obtention des produits monochlorés en C5(a’) (ALIPF162), en C4(p’) (ALIPF170) et
du produit dichloré (ALIPF167) a été mise en évidence en une proportion de 75 : 8 : 16 (tableau
3.9, entrée 5).

Etant donné le mécanisme d’halogénation proposé pour le dérivé 3-hydroxythiophene
(schéma 3.75), la formation du dérivé monochloré en position 2 du 3-hydroxypyrrole est supposée
(schéma 3.78). Ainsi, du zinc a été utilisé afin d’éviter 'oxydation de cet intermédiaire et de diriger
le cours de la réaction vers la formation du produit cible. Néanmoins, le dérivé dichloré ALIPF167

et un dimére (ALIPF173) ont été isolés (tableau 3.9, entrée 2).

Cl
cl OH 2R OH
o OH chloration 0o o al J
S0,Cly, Zn C o y-€limination I\ o + e |
/i O— J\ o — N ~ Cl N N ;\l R
N -— °N - | 5 | o \
| 0 | e}

N-méthyl 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle intermédiare cétonique ALIPF167 R =COOCH;
o—B insaturé ALIPF173

Schéma 3.78. Chloration du N-méthyl 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle en présence de
S0.Cl; et du zinc
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Ces résultats suggérent qu’un intermédiaire cétonique a—p insaturé pourrait se former lors
de cette réaction, mais qu’il réagirait immédiatement avec un dérivé hydroxypyrrole monochloré
pour former le dimere ALIPF173. Ceci correspondrait a I'étape de terminaison du mécanisme
proposé pour I'’halogénation avec le SO,Cl, (schéma 3.76).[177] Cependant, l'intermédiaire
cétonique a—f insaturé est trop réactif pour étre isolé. En effet, le N-méthyl 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-
yl-carboxylate de méthyle fournit instantanément le dérivé monochloré ALIPF162 en présence de
1,1 équivalents de SO,Cl, 5 M dans le CH,CI, (conditions expérimentales B), et le rendement n’est

pas amélioré avec une durée de réaction prolongée (tableau 3.9, entrée 4).
Les conditions expérimentales B ont été appliquées a d’autres hétérocycles. (tableau 3.10).

Table 3.10. Monochloration des 3-hydroxypyrroles et 3-hydroxythiophénes

. Produit de - Durée Rendement
Entrée départ Produit cible (h) (%)°
OH OH
- 1\ -
18 Lo~° o~ " 36 52
I © I o
ALIPF162
OH OH
\ - N\ 0o—
2° Lo~ CIQW 60 20 (brsm)
H o H o
ALIPF143
OH O
I\ o< I\ ol o
3° s s 1 Quantitatif
(o] (o)
ALIPF155
/A O— Clﬂ\WO\
4° S % s 12 0
ALIPF236

brsm : based on recovered starting material, basé sur la quantité de produit de
départ récupérée

@Conditions expérimentales B: 1 éq. SO,Cl, (1 M dans CHCI;) ou 1,1 éq. SO,Cl; (5
M dans CH,Cl,) en présence ou non de hv (lampe - 500 W).

®Conditions expérimentales C: i) 2 éq. SO,Cl, (1 M dans CHCIs), ii) AcOH saturé
avec HCI gaz, température ambiante.

°Rendement des produits isolés.

L’absence d’'une substitution sur 'azote du pyrrole est défavorable pour la réaction. Lorsque
le composé 3-hydroxy-1H-pyrrol-2-yl-carboxylate de méthyle a été mis en réaction selon les
conditions expérimentales B en présence de lumiére visible (lampe - 500 W), aucun produit n’a été
isolé. Lorsqu’il a été mis en réaction avec 2 éq. de SO,Cl, 1 M dans le CHCI; a température
ambiante pendant 12 heures, le composé souhaité ALIPF143 a été obtenu avec un rendement de
8 %. Lorsque le brut réactionnel a été traité avec HCI| gaz dans l'acide acétique, le dérivé
ALIPF143 a été obtenu avec un rendement de 17 % (20 % brsm) (tableau 3.10, entrée 2,

conditions expérimentales C).

Ces différents travaux nous ont amenés a décrire dans une publication les conditions
réactionnelles optimales de monobromation en position 4(’) avec du NBS et de monochloration en

position 5(a’) avec le SO,CI, des 3-hydroxypyrroles et 3-hydroxythiophénes.[170]
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Les dérivés halogénés ont été mis en réaction avec la N2-benzyl-l\l4-méthylpyrimidine-2,4-

diamine dans des conditions de couplage de type Buchwald-Hartwig (schéma 3.79).[178]

Bn

N

/ZH Br. OH OH
i
NN I\ o~ AN N I\ o-
M + XT™N Base, complexe de Pd Y N + N
N~ H o N= H o

H Couplage Buchwald-Hartwig
N2-benzyl-N*-méthylpyrimidine-2,4-diamine X = H, ALIPF137
X =Br, ALIPF141

inopyrimidinopyrrole

Schéma 3.79. Couplage de type Buchwald-Hartwig entre les dérivés halogénés et une
aminopyrimidine

Un ligand (phosphine) et une source de palladium ont été utilisés :
— (dichlorobis(tri-o-tolylphosphine)Pd(Il)
— tris(dibenzylideneacétone)Pd et BINAP

Les bases fortes t-BuONa et -BuOK ont été évaluées, dans le toluéne a reflux et dans un
tube scellé, mais le produit attendu n’a pas été obtenu. Seulement la déshalogénation des produits
de départ a été mise en évidence.

L’aminopyrimidine a donc été remplacée par la benzylamine et la méthylbenzylamine. Le
produit ainsi obtenu serait débenzylé pour fournir le dérivé amine correspondant. Ce dérivé
réagirait sur 'aminopyrimidine halogénée pour aboutir au dérivé aminopyrimidino hétérocyclique

souhaité (schéma 3.80).

OH
qn e Lo~
R N
R | o) couplage
R = H, benzylamine ALIPF162 amine secondaire ou tertiaire
R = CHj;, méthylbenzylamine
amination
directe débenzylation
A
NHz OH \
R=H, CH NTSN Oo—
35S §a St
NN o | o
| SNAr
R\ N
aminopyrimidinopyrrole amine debenzylée

Schéma 3.80. Synthése du dérivé aminopyrimidino hétérocyclique via une SyAr

Des conditions de substitution nucléophile classique avec ou sans EtzN ou Cs,COj, un
couplage de type Buchwald-Hartwig (-BuOK, phosphine palladiée)[178] ou couplage de type
Uliman (sels de cuivre)[179] ont été évaluées. Il a été essayé une réaction du dérivé halogéné

avec l'azoture de sodium en présence de sels de cuivre ou non, afin d’obtenir les dérivés amines

droxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate de méthyle
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de fagon directe (schéma 3.80).[180] Au cours de ces expériences aucune réaction n’a eu lieu : le
produit de départ a soit été récupéré, déshalogéné ou méme dégradé, mais jamais substitué. Nous
avons donc conclu que les hétérocycles halogénés utilisés ne réagissent pas dans des réactions
de substitution nucléophile ni dans des couplages de type organométallique. Pour ces raisons, la

stratégie de synthése a donc été modifiée.

3.5.2 Synthése du précurseur acide carboxylique de type 3-hydroxythiophéne ou 3-
hydroxypyrrole via une SyAr

Le précurseur aminopyrimidino hétérocyclique provient donc d’'une substitution nucléophile
aromatique (SyAr) entre un hétérocycle aminé au préalable en position 5(a’) et une

aminopyrimidine halogénée (schéma 3.81).

/ZHQ NH2
Sy ’\; h; OH OH
O— —
M — M [g\( — M H N/[—\S\‘( - [\S\(O
2 X X
(0] (0]
acide carboxylique dérivé aminopyrimidino aminopyrimidine  hétérocycle aminé hétérocycle
hétérocyclique halogénée

X =S, NH, N-CHj

Schéma 3.81. Rétrosynthése du précurseur aminopyrimidino hétérocyclique via une SyAr

Le 3-hydroxythiophéne ou le 3-hydroxypyrrole est aminé en position 5(a’). Ce dérivé aminé
réagit sur la 4-chloro-6-méthylpyrimidin-2-amine via une SyAr. La fonction ester du dérivé
aminopyrimidino ainsi obtenu est ensuite saponifiée pour aboutir au précurseur acide carboxylique

souhaité (schéma 3.82).

NH;,
NJ%N N NH

|
OH =
)\)\ N \N N \N
/ \ e I - . I
COOMe Amination

COOMe sNAr saponification

X=8 hétérocycle aminé dérivé aminopyrimidino précurseur acide
X =NH hétérocyclique carboxylique
X =N-CHj;

Schéma 3.82. Synthése des précurseurs de type acide carboxylique via un hétérocycle aminé

Le 3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle est donc traité avec le SO,Cl, afin

d’obtenir le dérivé cétonique a,p insaturé chloré en position 2 (section 3.5.1.1).[170,175,181]

Dans un premier temps, la réactivité de ce dérivé chloré a été évaluée en tant qu’accepteur
de Michaél vis-a-vis de : a) la 2,4-diamine-Nz-benzyI-N“-méthylpyrimidine, b) la benzylamine, c) le
phtalimide potassé. Dans le cas (a) une débenzylation aurait abouti au produit cible ; dans les cas
(b) et (c), une réaction de débenzylation ou un traitement avec I'hydrazine, respectivement, aurait
abouti & 'amine correspondante (schéma 3.83). Néanmoins, aucune de ces réactions n’a fourni le

produit souhaité.
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OH o} OH OH
I'N_ o~ . [ oo . I\ o< , J N\ o~
s Chloration S “élimination N S réduction N S
o o] ¥ o] o]
3-hydroxythiophéne-2-yl- dérivé chloré azoture amine
carboxylate de méthyle ALIPF155
NH,
Addition de Michaél WAy
SNAr |
)\/l\d
NH
NH 2 H
2 OH saponification )§ °
AN AL AT,
R= NN \f,f NAE N (o) H
A ( H
| précurseur acide aminopyrimidinothiophéne

carboxylique

Schéma 3.83. Synthése du précurseur 3-hydroxythiophéne porteur d’'une fonction acide carboxylique

Le dérivé chloré (ALIPF155) subit ensuite une y—¢élimination par I'addition de I'azoture de
sodium.[182] L'azoture obtenu est ensuite réduit pour aboutir au dérivé amine qui est couplé a la 2-

amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine via une SyAr (schéma 3.83).

Le 3-hydroxythiophéne-2-yl-carboxylate de méthyle est donc traité avec le SO,Cl,, irradié
par de la lumiére visible (lampe - 500 W) pendant 1 heure pour aboutir au dérivé chloré en position
2 (ALIPF155).[170,175,181] Le dérivé chloré réagit avec I'azoture de sodium dans l'acide acétique
pendant 20 heures a température ambiante via une y—élimination pour fournir I'azoture
(ALIPF156)[182] avec un rendement de 73 % (schéma 3.84).

OH O OH Cl OH
SO,Cly, h
/ \ O ,Cly, hv / Cl 0— NaN3 / AcOH y / \ O / \ O—
S : S I 37 s + S
o) Chloration o y'élimination o o
Rendement
tatif
3-hydroxythiophéne-2-yl- quantitat dérivé chloré azoturé dérivé chloré
carboxylate de méthyle 155 ALIPF156
73 % 2%
Mécanisme réactionnel
(0]
OH 56 o OH OH
SO,CI Cl ﬁ—— =N ——\n Cl
A 2~ / 0 s WL O~ . A
S Mécani S 3 S i N3 S
o écanisme 0 0O y— élimination 0
radicalaire
azoture
3-hydroxythiophéne-2-yl- intermédiaire cétonique a—p insaturé ALIPF156
carboxylate de méthyle

155

Schéma 3.84. Synthése du 3-hydroxythiophéne azoturé en C5(a’)

Cette réaction conduit a la formation du produit cible (ALIPF156) et d’'un produit

secondaire difficlement séparable du produit souhaité car leur Rf sont proches. Ce produit
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secondaire a été isolé et caractérisé : il correspond au dérivé hydroxythiophéne chloré en position

4. Celui-ci pourrait se former suite a la libération du chlorure lors de la réaction.

L’azoture de I'ALIPF156 est ensuite réduit pour donner le dérivé aminé correspondant

(ALIPF159). Plusieurs méthodes de réduction ont été évaluées (tableau 3.11).

Tableau 3.11. Réduction de I'azoture (ALIPF156) par différentes méthodes

OH OH
I\ o~ — - I\ 0o~
Ns™ s réduction HN" s
dérivé azoturé dérivé aminé
ALIPF156 ALIPF159
Température | Durée | Rendement
Entrée | Agent réducteur Solvant .
(°C) (h) (%)
1 CoFe20g, HoOcat. CH3CN 20 -82 4 --48 0
2 FeCls, Zn éthanol 20-78 4 --48 0
3 NaBH4 CH2Cl 20 20 0
4 NaBH4 CH30H 20 16 9
5 LiAIH4 THF 20 20 6
CH30H - CH2Cl,
6 H,, Pd/C 20 28 66
(9:1,viv)

C’est en présence de charbon palladié (Pd/C, charge: 10 % poids) sous atmosphére
d’hydrogéne pendant 28 heures que le dérivé ALIPF159 a été obtenu avec un rendement de 66 %.
La présence de I'atome de soufre qui est susceptible « d’empoisonner » le catalyseur conduit a
l'utilisation d’'une quantité importante de charbon palladié (30 é€q.) et a une durée de réaction

importante.

Une fois le dérivé aminé (ALIPF159) obtenu, une optimisation des conditions de réaction

afin de le coupler a la 2-amino-4-chloro-6-méthylpyrimidine a été réalisée (tableau 3.12).
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Tableau 3.12. Couplage de I'aminothiophéne (ALIPF159) au dérivé aminopyrimidine halogéné

NH
N/,\Ij:li ] \OH [ N \:‘ &0\ * 2 HCl
2-amine-4-chloro-6-méthylpyrimidine di’lijs’ ;:l;i:é aminopy:rﬂrli::t;;hiophéne
Entrée | Reactifs Solvant Température | Puissance | Durée | Rendement
(°C) (W) (h) (%)
1 TEA acétone 20 - 56 NA 52 0
2 TEA, Kl acétone 20 - 56 NA 52 0
3 HClcat. CH;O0H 65 NA 36 66
42 HCl 4t CH;OH 65 100 1,5 79
5 | HCleat toluéne 90 300 0,5 74
6° HClgyt | toluéne —éthanol 90 300 0,7 93
(9:1,viv)

Expériences réalisées dans un réacteur aux micro-ondes en systéme ouvert.

Les conditions de substitution nucléophile classique, a température ambiante ou a reflux,
n‘ont pas conduit a la formation du produit cible (tableau 3.12, entrées 1, 2). C’est ['utilisation
d’HCI en quantité catalytique qui a permis a la réaction de se dérouler (tableau 3.12, entrée
3).[34,66] Afin d’améliorer le rendement et de diminuer le temps de reflux thermique, cette réaction
a été également effectuée aux microondes en systéme ouvert, et il a été constaté une amélioration
du rendement, ainsi qu’'une diminution du temps de réaction (tableau 3.12, entrée 4). Lorsque le
méthanol a été remplacé par du toluene, le temps de réaction a pu étre diminué, probablement da
au fait que la température et la puissance dans le réacteur aux micro-ondes ont également pu étre
augmentées (tableau 3.12, entrée 5). Néanmoins, une diminution de la solubilité des produits de
départ a été constatée. Ainsi, le toluéne a été remplacé par un mélange toluéne — éthanol (9 : 1,
v/v), permettant non seulement de conserver les paramétres de température et de puissance dans
le réacteur tout en assurant la solubilité des produits de départ, mais surtout une amélioration du

rendement de la réaction (tableau 3.12, entrée 6).

Le dérivé obtenu a été mis en réaction avec plusieurs bases inorganiques (NaOH, KOH,
LiOH) afin de saponifier sa fonction ester. Une hydrolyse un milieu acide (HCl,, 10 %, dioxane) a
été également testée. Mais ces tentatives n‘ont pas amené au composé souhaité et I'ester de
départ a été récupéré. Lorsque ALIPF174 a été mis en réaction avec du NaOH dans le THF a

reflux pendant 12 heures, le produit de décarboxylation a été mis en évidence (schéma 3.85).
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NH2 OH )N\HZ 0
L | O
PO RO U - LI

H H

saponification

acide carboxylique
ALIPF178

produit de décarboxylation
ALIPF264

aminopyrimidinothiophéne
ALIPF174

Schéma 3.85. Saponification d’ALIPF174

La présence du groupement hydroxyle et du groupement aminopyrimidine en position 5 sur
le dérivé ALIPF174 affecterait négativement la réactivité de la fonction ester. En effet,
lorsqu’ALIPF174 a été mis en réaction avec des hydrures (DIBAL-H, LiAIH,) afin de réduire la

fonction ester, le produit de départ reste stable, et il est récupéré quantitativement.

Etant donné ces résultats, la stratégie de synthése a été modifiée afin d’obtenir le précurseur
acide carboxylique (schéma 3.86). Des conditions de saponification avec du NaOH ont été testées
sans succes sur le dérivé ester ALIPF156. Parallélement, la fonction ester du 3-hydroxythiophéne-
2-yl-carboxylate de méthyle est saponifiée avec NaOH dans du méthanol pendant 48 heures pour
aboutir au dérivé ALIPF189 avec un rendement de 80 %. Il est ensuite mis en réaction avec le
SO,Cl, 5 M dans le CH,Cl, en présence d’une irradiation de lumiere visible (lampe — 500 W) pour
donner le dérivé chloré en position 2(a) (ALIPF191) avec un rendement de 60 %. Ce composé
réagit ensuite avec 'azoture de sodium dans l'acide acétique, pour donner le dérivé ALIPF182.

Cependant ce dérivé n’a pas été obtenu et la stratégie de synthése a été interrompue.

OH O OH OH
l2, hi
[\__o S0LCzm [\ Clo  NaNs/AcOH N\ o N[ Vou ... - / \__oH
S Chloration S -slimination % S icati ctuction HNTSs
o o yélimination o saponification réduction o)
. 5 L. . 73 % . \ .
3-hydroxythiophéne-2-yl- dérivé chloré azoture acide carboxyliq amine
carboxylate de méthyle 155 ALIPF156 ALIPF182
NH,
80 % H A
NaOH OH 1 NTSN
saponification SO,Clp, hv ° NaNs / AcOH SwAr /k/k
P I\ o 22 I \/* oH yélimination ; a
S . S \
o Chloration b
60 %
acide carboxylique dérivé chloré NH2 OH
ALIPF189 ALIPF191 N SN /U\/\g\(OH
/I\%N S o)

précurseur acide
carboxylique

Schéma 3.86. Synthése aboutissant au précurseur acide carboxylique

Finalement, une aminolyse a été testée sans succes sur le dérivé ALIPF174 en présence de
triméthylaluminium (Alx(CHs)s, TMA) dans du THF a reflux dans un tube scellé (schéma 3.87).[183]
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NH

2 OH - 2Hcl

NN O— NHBoc

| B TMA
MN IS o + HzN\/\/ —_—
H aminolyse

aminopyrimidinopyrrole N-Boc-1,3-propanediamine amide

ALIPF174 ALIPF299

Schéma 3.87. Aminolyse sur le dérivé ALIPF174

Il semblerait que la présence d’'un groupement électrodonneur en position 5 du 3-
hydroxythiophéne, comme Il'azoture ou I'aminopyrimidine, affecterait la réactivité de la fonction

ester en position 2 de I'hétérocycle.

Les produits cibles synthétisés présentant une pureté supérieure a 97 % sont présentés

dans le tableau 3.13.
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Tableau 3.13. Produits intermédaires et produits cibles synthétisés (partie 1)

Partie 1 : Produits cibles
La synthése du produit concerné est détaillée sur la page indiquée en parenthéses.
Phénylamides secondaires et tertiaires Benzylamines secondaires

NH, NH,
N‘\'< N—\<
N N

B -
Partie A Partie A

HN EIN
Partie B N Partie B NH
6, I 5
R1 Rz =H Rz = j-Pr R1
H H H H
%{NYN n =2, ALIPF194 (p. 185) | n =2, ALIPF198 (p. 186) %{NYN n =2, ALIPF206 (p. 201)
o @L n = 3, ALIPF197 (p. 185) | n =3, ALIPF199 (p. 186) o @ n = 3, ALIPF220 (p. 204)
t-Bu t-Bu
H H
N n =2, ALIPF201 (p. 187) N _
W n =3, ALIPF200 (p. 187) | n =3, ALIPF211 (p. 189) W n =3, ALIPF222 (p. 205)
tBu | n=4, ALIPF242 (p. 188) #-Bu
H n =3, R = H, ALIPF277 (p. 188)
N n =3, R = CF;, ALIPF293 (p. 196)
N R n = 3, R = OCHs, ALIPF295 (p. 195) o
n =3, R=Cl, ALIPF297 (p. 196) Triazines
H H
SN n = 2, ALIPF244 (p. 189) NH;
N\Q,_Bu n = 3, ALIPF292 (p. 190) =
NN

PR

| y H H H
s HBee n = 2, ALIPF240 (p. 190) HZN)\N/*N NMNTN\©
H
a{N“z n =2, ALIPF246 (p. 194) o © t-Bu
Partie A Partie B
Ars ‘(©\/ ar=y )
S
n = 3, ALIPF233 (p. 191) n =3, ALIPF318 (p. 212)
Hydroxyphénylamides secondaires et tertiaires Thiophénes
NH,
A
\<\<N
Partie A Partie A
HN
1
N
Partie B T
o)
R4 R.=H R, = i-Pr
R1 R2= H Rz = j-Pr H H
T n=2 ALIPF205 | n=2 ALPF202 | | ‘(" n =2, ALIPF287 (p. 209) | n = 3, ALIPF281
%NTN (p. 197) (p. 198) (¢} Bu n =3, ALIPF308 (p. 209) (p- 210)
n =3, ALIPF229 | n = 3, ALIPF207
+-Bu b, 201) b 199) B n = 2, ALIPF276 (p. 210)
. NN n = 3, ALIPF282 (p. 211)
NN n=2, ALIPF203 | n=3, ALIPF213 N@t-au n =4, ALIPF291 (p. 211)
N\O (p. 199) (p. 200)
t-Bu
HoH
%N“NTN n = 3, ALIPF303 (p. 212)
\(i :}—t—Bu
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Tableau 3.13. Produits intermédaires et produits cibles synthétisés (partie 2)

Partie 2 : Produits intermédaires et produits cibles

La synthése de chaque produit est détaillée sur la page indiquée.

Composé
ALIPF137
ALIPF138
ALIPF139
ALIPF140
ALIPF141
ALIPF143
ALIPF144
ALIPF145
ALIPF147
ALIPF148
ALIPF153
ALIPF154
ALIPF155
ALIPF156
ALIPF159
ALIPF161
ALIPF162
ALIPF167
ALIPF170
ALIPF171
ALIPF173
ALIPF174
ALIPF175
ALIPF180
ALIPF181
ALIPF183
ALIPF184
ALIPF186
ALIPF187
ALIPF188
ALIPF189
ALIPF190
ALIPF193
ALIPF194
ALIPF196
ALIPF197
ALIPF198
ALIPF199
ALIPF200

Page
215
173
177
176
217
218
174
175
172
171
174
176
220
222
222
218
219
220
219
216
221
223
173
178
178
179
181
180
181
182
224
180
170
186
171
186
187
187
188

Composé
ALIPF201
ALIPF202
ALIPF203
ALIPF205
ALIPF206
ALIPF207
ALIPF208
ALIPF210
ALIPF211
ALIPF212
ALIPF213
ALIPF216
ALIPF217
ALIPF220
ALIPF221
ALIPF222
ALIPF223
ALIPF225
ALIPF226
ALIPF228
ALIPF229
ALIPF230
ALIPF231
ALIPF233
ALIPF234
ALIPF235
ALIPF237
ALIPF240
ALIPF241
ALIPF242
ALIPF244
ALIPF246
ALIPF257
ALIPF264
ALIPF269
ALIPF271
ALIPF272
ALIPF273
ALIPF274

Page
188
199
200
199
202
200
203
204
190
179
201
204
177
205
205
206
203
184
184
185
202
185
171
192
180
215
216
191
182
189
190
195
221
223
192
194
182
193
208

Composé
ALIPF275
ALIPF276
ALIPF277
ALIPF278
ALIPF279
ALIPF280
ALIPF281
ALIPF282
ALIPF283
ALIPF284
ALIPF285
ALIPF286
ALIPF287
ALIPF288
ALIPF289
ALIPF290
ALIPF291
ALIPF292
ALIPF293
ALIPF294
ALIPF295
ALIPF296
ALIPF297
ALIPF301
ALIPF302
ALIPF303
ALIPF304
ALIPF306
ALIPF307
ALIPF308
ALIPF309
ALIPF311
ALIPF315
ALIPF316
ALIPF318

Page
194
202
189
179
208
208
211
212
193
195
207
209
210
183
183
185
212
191
197
183
196
193
197
198
209
213
214
198
207
210
214
215
174
175
213
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Chapitre 4 : Résultats et discussion

4.1 Evaluation de I’activité sur DOT1L

4.1.1 Principe du test d’activité sur DOT1L

Les tests d’'activité sur DOT1L des composés synthétisés ont été réalisés par la société
Eurofins Cerep.

Le test enzymatique est basé sur la détection ou non d’'un méthyle radiomarqué avec du
tritium (CT3) transféré sur un nucléosome via la réaction catalysée par DOT 1L utilisant le cofacteur
SAM radiomarqué ([3H]-SAM).[120,184] Lorsque DOT1L est inhibée, le nucléosome ne montre pas
de signal radioactif (figure 4.1). SAH, inhibiteur commun aux HMTs, est prise comme composé de
référence (ICso = 240 + 26 nM pour DOT1L dans le test Cerep).

Test DOTIL
(Technique de scintillation)

0 Noninhibiteur

»
A s Inhibiteur Q SAM
Incubation
Substrat
(Polynucléosome
l H3K79)
Signal radioactif Absence de signal
ne o ¥ ynudl
Filtration et ( % ~, H3K79-CT.
quantification de K0,

radioactivité

‘ 2
& Inhibiteur Q SAM
0 Non inhibiteur

Figure 4.1. Test d’inhibition de DOT1L par scintillation (Scintillation Proximity Assay, SPA)

4.1.2 Etude de modélisation moléculaire sur DOT1L

Des études de modélisation moléculaire sur DOT1L (réalisées en collaboration avec I'équipe
du Dr. L. Dominguez-Ramirez, Universidad de las Américas Puebla (UDLAP, Mexique) ont guidé

les différentes pharmacomodulations entreprises sur les séries développées.

Nous avons validé la méthode utilisée (méthode AMBER, considérant la flexibilité de la
protéine) via la modélisation moléculaire du SAM dans la structure résolue du co-cristal DOT1L—
SAM (PDB : 3QOW) (figure 4.2).
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> DOTIL-SAM _ ~. DOT1L~(43) DOT1L-(40)
@ ¢¥2( (PDB:3Q0W) ) (PDB : 4EKI) (PDB : 4ER5)
) " i

— \(

Figure 4.2. Structures des cristaux de A) DOT1L-SAM (PDB : 3Q0OW) et B) DOT1L-EPZ004777 (43) (PDB :
4EKI), et C) superposition de (43) du cristal 4ER5 (en rose) et le résultat de modélisation moléculaire
(couleurs CPK) par notre méthode (AMBER). Les ligands sont bien définis dans les structures. B) montre une
région non résolue dans la partie supérieure du site de liaison (signalée avec un carré).

Etant donné que le co-cristal DOT1L-EPZ004777 (43) (PDB : 4EKI) présente une région
non résolue adjacente au site de liaison a I'enzyme (figure 4.2-B), nous avons utilisé le co-cristal
de DOT1L avec deux molécules d’EPZ004777 (43) (PDB : 4ERS5) (figure 4.2-C). Ce co-cristal est
complétement résolu et nous pouvons explorer le site de liaison secondaire. D’ailleurs, nous avons
pu prendre en compte le changement conformationnel de I'enzyme[130-132] (observé dans la
structure 4ERS5 et absente dans la structure 3QOW)[117] pour accueillir le motif tert-butylphényle

de l'inhibiteur (43), que nous avons gardé dans nos structures.

4.1.3 Evaluation de I'activité sur DOT1L

L’activité de tous les composés cibles synthétisés au cours de ce travail a été déterminée
pour DOT1L a une concentration de 32 uM et, pour certains composés, a une concentration de 10

MM, afin de déterminer les premiéres relations structure-activité (RSA).

Tout d’abord, les précurseurs comportant uniguement la partie A (noyau aminopyrimidine)

et la partie B (phényle ou hétérocycle) ont été testés sur DOT1L (tableau 4.1).

133



These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Tableau 4.1. Activité des précurseurs (partie A + partie B) sur DOT1L

-<NH2
N
—QN R, =H, i-Pr
Partie A —HN
N
Partie B Rt
e}
n=2
, , Inhibition a 32 uM (%)*
Entrée Composé Rs=H Rs = OH
NH,
N*N R
1 )l\% on ALIPF193: 0 ALIPF196 : 0
N
3 o
/"[‘2
R3
2 NTSN ALIPF208 : 0 ALIPF223 : ND
MN OH
H
NH,
N/QN fo
3 | T\ o— NS ALIPF174: 0
=
H s 0
NH,
N/gN R
4 | H ALIPF240 : 0 NS
)\/km N\/\NHBOC
o
NH,
N/gN Rs
5 | H ALIPF246 : 0 NS
L b,

[¢]
ND : Non déterminé. NS : Non synthétisé. ® Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : ICso

(SAH) = 240 £ 26 nM.

Comme attendu, aucune activité inhibitrice n’a été observée. La présence du motif
aminopyrimidine (partie A) substituant le phényle ou I'hétérocycle central (partie B) porteur d’'un
acide, d’un alcool ou d’'un ester (tableau 4.1, entrées 1 a 3) ne semble pas suffisante pour inhiber

'enzyme. C’est également le cas lorsqu’une chaine de type amine ou carbamate a été introduite

(tableau 4.1, entrées 4 et 5).

Nous avons ensuite déterminé l'activité de la série de molécules cibles comportant un
phényle comme partie B lié a la partie C via un linker de type amide secondaire (tableau 4.2). La
partie C comprend une tert-butylphénylurée ou son bioisostére le 2-amino-tert-butylbenzimidazole.
Nous avons également évalué le remplacement du groupement amino en position 2 du

benzimidazole par un groupement méthyléne. Ce groupement compense la longueur de la liaison

quand la fonction NH est éliminée.
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Tableau 4.2. Activité sur DOT1L de la série des amides secondaires de type benzénique

NH,
N~
N

‘<_<
Partie A

HN

H
N

's{

H H H H
N N N
g Y A
°© +Bu N By N Or—su

Partie B

o I
n=2-4
) ) Inhibition 2
Entrée Composé R4 n 32 uM (%)’
NN
1 ALIPF194 XY @ 2 1£18
© t-Bu
NN
2 ALIPF197 ¥ X @ 5 7013
t-Bu

H
N
3 ALIPF201 €% >\: 2 4341

H
4 ALIPF200 (N 3 58+1
N t-Bu
H
5 ALIPF242 N 4 20£15
N t-Bu
H H
6 ALIPF244 ("N 2 1118
N t-Bu
H H
7 ALIPF292 ("N 3 3742
N\G—t—Bu

?Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : 1Cso (SAH) = 240 + 26 nM.

Une longueur optimale de 3 méthylénes séparant la partie B et la partie C a été
déterminée (tableau 4.2, entrées 2 et 4). Le 2-aminobenzimidazole semble adopter une
conformation moins flexible que le 2-alkylbenzimidazole et que la phénylurée, conduisant a un
mauvais positionnement dans le site catalytique de I'enzyme, ce qui expliquerait une diminution

d’activité (tableau 4.2, entrée 7).

L’étude de modélisation moléculaire montre que le composé de type tert-butylphénylurée
ALIPF197 (n = 3) et le composé de type tert-butylbenzimidazole ALIPF200 (n = 3) présentent la
méme orientation au sein du site catalytique de DOT1L que linhibiteur de référence EPZ2004777
(40). Cette étude montre également que lorsque la partie B est liée a la partie C par une chaine
plus ou moins longue (ALIPF201, n = 2 ou ALIPF242, n = 4), la molécule montre un mauvais
positionnement et peu d’interactions dans le site catalytique causant une diminution d’activité
(figure 4.3).
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Figure 4.3. Images de modélisation moléculaire des inhibiteurs au site catalytique de DOT1L (PDB :
4ERS5). A) Comparaison des dockings d’EPZ004777 (43) et du composé ALIPF197. B) Comparaison des
images de modélisation moléculaire des composés ALIPF201, ALIPF200 et ALIPF242. Les pourcentages
d’inhibition correspondent a une concentration de 32 uM des composés testés. C) Interactions d’ALIPF200
dans le site catalytique de DOT1L.
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D’autre part, nous avons évalué la substitution de I'amide par un groupement isopropyle

(tableau 4.3).

Tableau 4.3. Activité sur DOT1L de la série des amides tertiaires de type benzénique

NH,
N~
N

4<_<
Partie A

HN

Partie B

) ) Inhibition a
Entrée  Composé R4 n 32 uM (%)°
N K
1 ALIPF198 X T @\ 2 28+1
t-Bu
NN
2 ALIPF199 ¥ T Q 3 69
t-Bu
H

N
3 ALIPF211 W@ 3 2114
t-Bu

?Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : 1Cso (SAH) = 240 + 26 nM.

Le groupement isopropyle ne semble pas contribuer a I'activité sur DOT1L pour la série de
composés de type phénylurée. En effet, 'amide tertiaire ALIPF199 présente une activité
comparable (69 %) (tableau 4.3, entrée 2) que son analogue amide secondaire ALIPF197 (7013
%) (tableau 4.2, entrée 2). Par contre, pour la série de type benzimidazole, la substitution de
'amide affecte négativement I'activité sur 'enzyme : I'amide tertiaire ALIPF211 (tableau 4.3,

entrée 3) montre une activité inférieure (21x14 %) a celle de son analogue de type amide

secondaire ALIPF200 (58+1 %) (tableau 4.2, entrée 4).

Ensuite, le réle d’'un groupement hydroxyle sur le noyau benzénique (partie B) a été évalué

(tableau 4.4).
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Tableau 4.4. Activité sur DOT1L de la série de type phénolique

NH,

N
—QN

Partie A T

HN

Partie B

N
o M
n=2-3
. . Inhibition a
Entrée  Composé R R; n 32 uM (%)’
N R
1 ALIPF205 ¥ T @ H 2 2045
t-Bu
NN
2 ALIPF202 X T O\ i-Pr 2 2443
t-Bu
N K
3 ALIPF229 Y Y7 @ H 3 1024
© t-Bu
N K
4 ALIPF207 ¥ T @ i-Pr 3 15£2
t-Bu

H
N

5 ALIPF203 <Y >\: H 2 191
H

N
6 ALPF213 T O H 3 4618

t-Bu

®Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : 1Cso (SAH) = 240 + 26 nM.

Il a été observé que 'absence du groupement hydroxyle favorise I'activité sur DOT1L, quelle
que soit la substitution de 'amide ou la nature de la chaine latérale (partie C, fert-butylphénylurée

ou tert-butylbenzimidazole).

Nous avons également évalué I'importance de la fonction amide en tant que linker entre les

parties B et C. Des amines secondaires ont donc été évaluées (tableau 4.5).
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Tableau 4.5. Activité sur DOT1L de la série de type amine

NH,
%‘_}N
Partie A NN N
o Ri= 'Yy Oy
O\tsu NOIBU
Partie B
Partie C n=2-3
Entrée  Composé R4 n I:?zh I;:QI\I;I::Z)?
NN
1 ALIPF206 X T O\ 2 2312
t-Bu
H H

N
2 ALIPF220 ¥ TNO\ 3 5+13

t-Bu

t-Bu

H
N
3 ALIPF222 W@ 3 0

?Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : 1Cso (SAH) = 240 + 26 nM.

L’absence du carbonyle de 'amide implique une augmentation du degré de liberté de
la molécule, ce qui pourrait contribuer & un mauvais positionnement dans le site catalytique
de DOT1L comme suggeére la modélisation moléculaire (figure 4.4). D’ailleurs ceci entraine
une diminution d’activité sur 'enzyme : ALIPF220 (5+13 %) versus ALIPF197 (70£13 %).

H T
0o
ALIPF220

Inhibition (DOT1L) = 5+13 %

Figure 4.4. Modélisation moléculaire d’ALIPF220 dans le site catalytique de DOT1L (PDB : 4ER5).

Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 uM du composé testé.

D’autre part, le réle du groupement tert-butyle sur le benzimidazole (partie C) a été évalué

(tableau 4.6).
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Tableau 4.6. Activité sur DOT1L de la série de type benzimidazole

NH,
N
N

4<_<
Partie A

HN

H
Partie B NH N Ry
o M_<\ D/
n N

Partie C n=3
Entrée = Composé R4 I;nzh i;:)l\il'lzig’?,)?
1 ALIPF277 H 0
2 ALIPF200 t-Bu 5811
3 ALIPF295 OCHs 0
4 ALIPF297 o] 0
5 ALIPF293 CFs 0

?Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : 1Cso (SAH) = 240 + 26 nM.

La présence du groupement fert-butyle sur le benzimidazole serait essentielle pour
l'activité sur DOT1L (tableau 4.6, entrée 2). Lorsque ce groupement est éliminé (tableau
4.6, entrée 1) ou remplacé par d'autres groupements, activants ou désactivants, plus ou
moins encombrants (tableau 4.6, entrées 3-5) I'activité sur DOT1L diminue complétement.
Le groupement tert-butyle serait suffisamment volumineux pour interagir avec la poche
hydrophobe du site catalytique de DOT1L (figure 4.5).

_)_ - — 4
Figure 4.5. Modélisation moléculaire d’ALIPF197 et ALIPF200 dans le site catalytique de DOT1L
(PDB : 4ERS5). Leur groupement tert-butylphényle (cercles rouges) est suffisamment volumineux pour
interagir avec la poche hydrophobe (surface blanche) du site catalytique de DOT1L.

D’autre part, le remplacement du noyau aminopyrimidine de nos inhibiteurs par un noyau
triazinique conduit a une perte compléete de l'activité sur 'enzyme. La modélisation moléculaire de
la triazine ALIPF233 au sein de DOT1L montre une orientation complétement opposée a celle de
son analogue aminopyrimidine ALIPF197 (figure 4.6). Les interactions du composé triazinique

seraient plus faibles, et le cofacteur SAM pourrait donc le déplacer du site d’interaction.
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Figure 4.6. Remplacement du motif aminopyrimidine par un motif diaminotriazine. La triazine
ALIPF233 montre une orientation complétement opposée a celle de son analogue ALIPF197 au sein du
site catalytique de DOT1L (3QOW). Le pourcentage d’inhibition correspond & une concentration de 32

MM des composés testés.

La partie B des composés a été modulée. Le phényle des structures des séries précédentes

a été remplacé par un hétérocycle a 5 sommets, le thiophene (tableau 4.7).
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Tableau 4.7. Activité sur DOT1L de la série des composés de type thiophénique

Partie A = Ry =H, i-Pr ‘,{N
HN

H H H H
N N N
L Y oy
© t-Bu N tBu N tBu

Partie B ™~
n=2-4
i . Inhibition a
Entrée  Composé R4 R2 n 32 uM (%)°
NN
1 ALIPF287 ¥ T @ H 2 8+4
t-Bu
NN
2 ALIPF308 ¥ T @\ H 3 3248
t-Bu
NN
3 ALIPF281 ¥ T O\ i-Pr 3 71£3
t-Bu
H
4 ALIPF276 (" H 2 543
N\GI—BU
H
5 ALIPF282 % " H 3 74+16
N t-Bu
H
6 ALIPF291 % N H 4 881
N t-Bu
H H
7 ALIPF303 % " H 3 51£2
N\@—t—Bu

ND : non déterminée. ®Les tests ont été réalisés en duplicate. Référence : ICso (SAH) = 240 + 26 nM.

Cette modulation sur la partie B a conduit &8 une augmentation de l'inhibition. Nous
constatons qu’une longueur comprise entre 3 et 4 méthylénes semble optimale pour la chaine liant
la partie B et la partie C des composés (tableau 4.7, entrées 3, 5, 6). La modélisation moléculaire
montre que le motif aminopyrimidine de la phénylurée ALIPF281 et du benzimidazole ALIPF282
est bien positionné dans une poche hydrophobe du site catalytique de DOT1L, comparés a leurs
analogues respectifs de type benzénique ALIPF199 et ALIPF200 (figure 4.7).
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Figure 4.7. Modélisation moléculaire du composé ALIPF282 dans le site catalytique de DOT1L (PDB :
4ERS5). Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 uM des composés testés.

Il semblerait que le thiophéne confére une géométrie aux composés et permet au motif
aminopyrimidine de se positionner complétement dans une poche hydrophobe du site catalytique.
L’homologation de la chaine favoriserait 'ancrage du motif aminopyrimidine dans cette poche
hydrophobe ce qui permet d’ailleurs d’augmenter I'activité sur DOT1L : ALIPF282 (n = 3) (7416
%) versus ALIPF291 (n = 4) (881 %) (tableau 4.7, entrée 6).

Les résultats de I'activité inhibitrice sur DOT1L par les composés cibles synthétisés sont

présentés dans la (figure 4.8).
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Figure 4.8. Inhibition de DOT1L par les composés synthétisés modifiant la nature de la partie A et de la partie B, ainsi que la longueur et la nature de la
chaine liant la partie B et la partie C. Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 yM du composé testé. Les tests ont été réalisés en
duplicate. La valeur correspond a la moyenne + écart type.
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Ces premiers résultats nous ont permis d’identifier des motifs structuraux qui devraient étre

conservés pour le développement de nouveaux inhibiteurs de DOT1L non nucléosidiques (figure

4.9) : le motif aminopyrimidine, un thiophéne, un amide liant cet hétérocycle a une chaine de 3 a 4
méthylénes porteuse d’un tert-butylphénylurée ou d’un tert-butyl-2-alkyl-benzimidazole.

ALIPF281, Inhibition (DOT1L) = 713 %

n = 3, ALIPF282, Inhibition (DOT1L) = 74+16 %
n =4, ALIPF291, Inhibition (DOT1L) = 88+1 %
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A
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ALIPF200, Inhibition (DOT1L) = 58+1 %

Figure 4.9. Motifs a conserver pour le développement des inhibiteurs non nucléosidiques de DOT1L

L’activitt a une concentration de 10 pM a donc été déterminée pour les composés

présentant une activité supérieure a 50 % a une concentration de 32 uM (figure 4.10).
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Figure 4.10. Inhibition de DOT1L. Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 yM
(bleu claire) et de 10 pM (bleu foncé) du composé testé. Les tests ont été réalisés en duplicate. La valeur

correspond a la moyenne * écart type.
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4.1.4 Relation entre ’hydrophobicité des composés et leur activité

Afin de connaitre I'hydrophobicité des composés synthétisés, le log P a été calculé pour
chaque composé. Les valeurs données correspondent a la moyenne des clogP obtenus par
différents logiciels : XlogP (CDK - Chemistry Development Kit), ClogP (DataWarrior), AlogP
(PipelinePilot - Biovia Dassault Systems), logP (AB/LogP v2.0), LogP (ACD/Labs) (c.f. partie
expérimentale).

Le clogP des composés actifs et non actifs (a une concentration de 32 uM) sur DOT1L est
compris entre 4 et 5,5 (figure 4.11). Nous pouvons donc conclure que I'activité sur 'enzyme ne
montre pas de relation directe avec I'hydrophobicité des produits testés et ces activités proviennent

bien d’une interaction plus ou moins importante de nos composés avec le site actif.

100 7

- o |
N w B (&)} (o)
clogP

Inhibition (%)

= N W H oo N
O O OO OO0 o oo
¥
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M
<
0

® |nhibition a 32 yM clogP

Figure 4.11. cLogP des composés montrant une activité < 5 % et > 50 % sur DOT1L a une
concentration de 32 pM. Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 yM du composé
testé. Les tests ont été réalisés en duplicate. La valeur correspond a la moyenne + écart type.

4.1.5 Pharmacomodulations proposées

A partir de ces résultats préliminaires, des fonctions chimiques essentielles seront
conservées et des pharmacomodulations seront entreprises. La chaine latérale de type tert-
butylphénylurée ou tert-butyl-2-alkylbenzimidazole sera conservée avec un certain degré de liberté
(-CH2)y-, n = 3, 4). D’aprés les études de modélisation moléculaire, la flexibilité de la chaine
permettra aux composés de mieux interagir dans la poche hydrophobe de I'enzyme (partie
inférieure du site de liaison, figure 4.12) via son motif aminopyrimidine (partie A). Des
pharmacomodulations autour de la partie A pourraient étre entreprises pour explorer davantage
cette poche hydrophobe. Ainsi, I'introduction des substituants sur le N? ou le N* du motif
aminopyrimidine, ainsi que la distance entre la partie A et la partie B pourraient étre évaluées.

Ces modifications permettraient de mieux positionner le motif aminopyrimidine dans la poche
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hydrophobe tout en augmentant les interactions hydrophobes au sein du site catalytique. Nous

allons également remplacer le thiophéne par un autre hétérocycle.

H,N

: AQ _\_QNJ{O
O

ALIPF281

Inhibition (DOT1L) = 7123 %

Figure 4.12. Pharmacomodulations autour de la série thiophénique

4.2 Evaluation de I’activité sur DNMT

Etant donné que la conception de nos molécules est basée en partie sur l'inhibiteur de
DNMT SGI-1027 (17), nous avons déterminé I'activité des tous les composés synthétisés vis-a-vis
de DNMT3a. J'ai pu réaliser une partie de ces tests a I'unité CNRS FRE3600 Epigenetic Targeting

of Cancer (ETaC) a Toulouse.

4.2.1 Principe du test d’activité sur DNMT

Le test d'inhibition de la méthylation de 'ADN est basé sur la détection de la perte de
fluorescence aprés clivage d’un duplexe d’ADN fluoromarquée par une endonucléase de restriction
(HpyCHA41V) sensible a la méthylation. Cette enzyme de restriction est uniquement active lorsque
le substrat n'est pas méthylé au niveau du site CpG présent sur le site spécifique de
reconnaissance. Lorsque l'incubation se fait en présence d’un inhibiteur, le site CpG n’est pas
méthylé, et 'ADN est donc clivé par I'enzyme de restriction : le signal de fluorescence est perdu
(figure 4.13).[64,185] Pour ces tests, le composé pris comme référence est le SGI-1027 (ECs =
0,8 uM £ 0,2).

/\
N
| Remplacement du thiophéne
Substitution des amines par un pyrrole
R;—NH Partie B
% >¢N R
N}f
n
. Homologation O n=3,4
Partie A de chaine
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Figure 4.13. Principe du test d’inhibition de DNMT3a par fluorescence

Signal fluorescent
preservé

4.2.2 Résultats et discussion de ’activité sur DNMT

L’activité de tous les composés synthétisés au cours de ce travail a été déterminée pour la
DNMT a une concentration de 100 uM et 32 pM (figure 4.14).
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Figure 4.14. Inhibition de DNMT par les composés synthétisés. Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 100 uM (bleu claire) et 32 uM (différentes

couleurs) du composé testé. Les tests ont été réalisés en duplicate. La valeur correspond a la moyenne + écart type.
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Parmi les composés de type benzénique, les composés possédant une chaine a 3

méthylénes (n = 3) liant la partie B et la partie C montrent un pourcentage d’inhibition plus

important que leurs analogues avec une chaine de longueur inférieure (n = 2) (figure 4.15).
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H, ALIPF200, Inhibition (DNMT3a) = 4846 %
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Figure 4.15. Etude des composés montrant une inhibition de DNMT supérieure a 50 % a une
concentration de 32 uM

Concernant les composés possédant un pourcentage d’inhibition supérieur a 50 % a 32 uM,

le composé ALIPF292 montre le pourcentage d’inhibition le plus important (7812 %). Son analogue
inférieur (ALIPF244) montre une inhibition de 4716 %.

Parmi les composés de type benzénique dépourvus d’un groupement —OH sur l'aryle (partie

B), une chaine latérale porteuse d’'un benzimidazole semble avoir un effet positif pour I'activité sur
DNMT3a. Le benzimidazole ALIPF292 montre une activité supérieure (782 %) a celle de son
analogue de type phénylurée ALIPF197 (35+2 %). Néanmoins, lorsqu’un groupement hydroxyle
est introduit sur I'aryle (partie B), I'activité sur 'enzyme est améliorée pour les composés tant de
type phénylurée que de type benzimidazole : ALIPF229 (559 %) versus ALIPF197 (3512 %) et
ALIPF213 (66 %) versus ALIPF200 (4816 %). En effet, d’aprés une étude d’alignement au sein du
site catalytique de DNMT, le phénol serait impliqué dans une liaison hydrogéne supplémentaire

dans le site catalytique de DNMT (figure 4.16).
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ALIPF213
Inhibition (DNMT3a) = 66 %

Figure 4.16. Alignement d’ALIPF213 au sein de DNMT (PDB : 2HR1). Le phénol serait impliqué dans une
liaison hydrogéne au sein du site catalytique de DNMT.

Lorsque le linker amide est remplacé par une amine secondaire, nous n’avons pas observé
une activité inhibitrice des composés significativement supérieure : ALIPF222 (5213 %) versus
ALIPF200 (4816 %) (figure 4.15).

Nous avons ensuite évalué l'importance du substituant sur le benzimidazole et nous avons
constaté une activité du méme ordre pour les analogues possédant un fert-butyle (ALIPF200, 4816
%), un —CF3 (ALIPF293, 43+1 %) et un —CI (ALIPF297, 417 %).

D’autre part, les composés de type thiophénique montrent une activité comparable, parfois
supérieure, que leurs analogues benzéniques a une concentration de 32 yM. Par exemple, le
composé thiophénique ALIPF282 (7211 %) versus le composé benzylique ALIPF292 (7812 %).

L’analyse de l'activité des dérivés thiophéniques montre I'importance d’une chaine de 3
méthylénes liant les parties B et C : ALIPF282 (72+1 %) versus ALIPF276 (513 %), a 32 pM.

A partir de ces résultats nous avons identifi¢ des motifs structuraux a conserver pour le
développement des inhibiteurs de DNMT (figure 4.17) : le motif aminopyrimidine, un thiophéne ou
un phénol, un amide liant cet hétérocycle a une chaine de 3 méthylénes porteuse d’une
phénylurée ou d’un benzimidazole. La phénylurée et le benzimidazole peut avoir un groupement

volumineux comme un groupement tert-butyle ou trifluorométhyle

OH
Aryle / \
S
Ha

N
N
ﬂ:<N H H
g{Nm/N WN z{N\(/N

: HN ;
rartie# AEAEQWNW © ©R1a HN@RH HNDRH

Partie B 5

Figure 4.17. Motifs a conserver pour le développement des inhibiteurs de DNMT

L’activité a une concentration de 10 uM a été déterminée pour les composés présentant une

activité supérieure a 50 % a une concentration de 32 uM (figure 4.18).
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Figure 4.18. Inhibition de DNMT par les composés de type thiophénique. Le composé phényle ALIPF292
est montré comme référence de la série benzénique. Le pourcentage d’inhibition correspond a une
concentration de 32 uyM (bleu foncé) et de 10 pM (bleu claire) du composé testé. Les tests ont été réalisés
en duplicate. La valeur correspond a la moyenne * écart type.

Etant donné la diminution de l'activité des composés a une concentration de 10 pM, leurs
structures seront optimisées. Ce travail d’optimisation nous permettra ensuite de réaliser sur les
composés les plus prometteurs des tests de compétition avec le cofacteur SAM afin de valider le

mécanisme d’inhibition de nos produits.

4.2.3 Relation entre I’hydrophobicité des composés et leur activité

Le clogP des composés actifs et non actifs (a une concentration de 32 uyM) sur DNMT est
compris entre 4 et 5,5 (figure 4.19). Nous observons que l'activité sur 'enzyme ne montre pas de
relation directe avec I'hydrophobicité des produits testés ce qui signifie que ces activités

proviennent d’'une interaction plus ou moins importante de nos composés avec le site actif.
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Figure 4.19. cLogP des composés montrant une activité < 20 % et > 50 % sur DNMT a une
concentration de 32 pM. Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 yM du composé
testé. Les tests ont été réalisés en duplicate. La valeur correspond a la moyenne + écart type.

4.2.4 Pharmacomodulations proposées

Des pharmacomodulations autour des dérivés thiophéniques pourraient étre entreprises.
L’introduction d’'un hydroxyle sur le thiophéne (partie B) pourra étre évaluée afin d’établir une
liaison hydrogéne supplémentaire dans le site catalytique de I'enzyme. La partie A pourra
également étre modulée. De ce fait, I'introduction des substituants sur le N° ou le N* du motif
aminopyrimidine, ainsi que la distance entre la partie A et la partie B pourraient étre modulées. .

L’aryle sera également remplacé par un autre hétérocycle.

(figure 4.20).
/\

N . Py

Substitution des amines Substitution de | Remplacement du thiophéne par
I'hétérocycle un autre hétérocycle

R = N N
Sy Yvr@ oy oy
HN
. Homologation O n=3,4 o Ria R1a R1a
Partie A de chaine
. Partie C R1a = t-Bu, CF;, Cl
Partie B 3

Figure 4.20. Pharmacomodulations autour de la série thiophénique
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4.3 Détermination de la spécificité des molécules vis-a-vis d’autres HMTs

Etant donné que la conception de nos molécules a pour but de mimer le cofacteur SAM,

nous avons décidé de déterminer leur activité sur d’autres HMTs SAM dépendantes (EZH2, G9a,

PRMT1, PRMT4 et PRMTS5) et vérifier leur spécificité. Cette activité a été déterminée pour des

composés représentatifs des séries développées. Ces tests ont été réalisés par la société Eurofins

Cerep.

4.3.1 Principe du test d’activité sur des HMTs

L’activité sur d’autres HKMTs (EZH2, G9a) et d’autres PRMTs (PRMT1, PRMT4 et PRMT5) a

été déterminée via la technique de scintillation expliquée dans la section 4.1.1. Le test sur EZH2

se fait avec le complexe PRC2, composé par EZH2, EED, SUZ12. Les données particuliéres a

chaque test sont résumées dans le tableau 4.8. La SAH, inhibiteur commun aux différentes HMTS,

est pris comme composé de référence.

Tableau 4.8. Conditions des tests enzymatiques sur des HMTs

Source de Substrat, stimulus . Composant Méthode de .
Test . Incubation A ) . Réf.
protéine et/ou traceur mesuré détection
EZH2/EED/SUZA2 (k) | "ECOMPINante | icione 3 (50 My | 120 min Histone 3 o 110
(complexe PRC2) humaine [PHISAM (350 nM) | TA méthylée scintitation | [110]
P (cellules Sf9) y
recombinante .
. Histone 3 (5 nM)/ 120 min Histone 3 o 120
G9a (h) humam'e [HISAM (25 nM) TA méthylée Scintillation [ |
(E. coli)
Histone 4 (50 nM)/
recombinante [3H]SAM (700 nM) . .
PRMT1 (h) humaine iOAm'” :IZttr?n;: Scintillation | [186]
(E. coli) y
recombinante I-3|istone 3 (25 My 60 min Histone 3
PRMT4 (h) humaine CHISAM @0 nM) | 2 Ao Scintillation [84]
(cellules Sf9) Y
recombinante :
. Histone 4 (250 nM)/ | 120 min Histone 4 T
complex PRMT5 (h) humaine [PHISAM (600 nM) TA méthylée Scintillation [120]
(cellules Sf9)

h = humain

4.3.2 Résultats et discussion de I'activité sur d’autres HMTs

L’activité des composés représentatifs des séries développées a été

panel dHMTs a une concentration de 32 uM (figure 4.21).

déterminée sur un
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Figure 4.21. Inhibition d’un panel d’HMTs par les composés synthétisés. Le pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 pM du composé testé. Les
tests ont été réalisés en duplicate. La valeur correspond a la moyenne + écart type. La valeur de clogP est montrée par les cercles bleus.
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Nous observons que l'activité des composés sur PRMT4 est comparable ou parfois supérieure a
I'activité inhibitrice observée sur DOT1L, que ce soit sur la série de type benzénique ou sur la série de
type thiophénique (figure 4.22).

NH, NH,

N/\< N/gN R
A b K
N ~oNNCN

J“@Y Faes B ags il

R =H, ALIPF197, Inhibition (PRMT4) = 85 %

\ .\< M R = i-Pr, ALIPF199, Inhibition (PRMT4) = 93+5 %
R = H, ALIPF308, Inhibition (PRMT4) = 1+17 %
R = i-Pr, ALIPF281, Inhibition (PRMT4) = 95+3 %
Partie A HN N
o Chaine carbonée :
Partie B n=2-5

]

n=3, ALIPF282, Inhibition (PRMT4) = 58+17 %

n =4, ALIPF291, Inhibition (PRMT4) = 94+2 % X =NH, R = H, ALIPF292, Inhibition (PRMT4) = 20 %

X = CHa, R = H, ALIPF200, Inhibition (PRMT4) = 7743 %
X =CH,, R = OH, ALIPF213, Inhibition (PRMT4) = 73+2 %

Figure 4.22. Etude des composés montrant une inhibition de PRMT4 supérieure a 70 % a une concentration
de 32 uM

Les composés possédant une activité sur PRMT4 identifiés montrent des motifs communs. Les
chaines de type fert-butylphénylurée ou tert-butylphényl-2-alkylbenzimidazole (partie C) semblent avoir
un réle important. D’ailleurs, lorsque le méthyléne en position 2 du benzimidazole est remplacé par un
groupement amino, l'activité diminue significativement : ALIPF200 (773 %) versus ALIPF292 (20 %).

Pour la série benzénique, la substitution de 'amide par un groupement isopropyle favorise I'activité
sur 'enzyme : ALIPF199 (9315 %) versus ALIPF197 (85 %). Pour la série thiophénique, I'absence de
groupement isopropyle entraine une diminution compléte d’activité sur PRMT4 : ALIPF281 (9513 %)

versus ALIPF308 (117 %), mais aussi sur les autres HMTs.

La présence d'un phénol n’affecte pas significativement l'activité sur PRMT4, mais elle pourrait
favoriser la spécificité pour 'enzyme vis-a-vis des autres HMTs. Par exemple, le phénol ALIPF213
montre une activité plus importante sur PRMT4 (732 %) que sur les autres cibles (< 46 %).

L’homologation de la chaine sur la série thiophénique favorise I'activité sur 'enzyme : ALIPF291
(9412 %) versus ALIPF282 (58117 %).

Le clogP des composés testés est compris entre 4,5 et 5,5, excepté le composé ALIPF233 (2.7)

possédant le motif diaminotriazine (partie A) (figure 4.21). Nous n’observons pas de relations entre
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l'activité des différents composés et leur hydrophobicité. Nous pouvons donc conclure que I'activité

observée pour les composés est due a la structure elle-méme.

4.3.3 Pharmacomodulations proposées

A partir de ces résultats préliminaires, des pharmacomodulations pourront étre
entreprises. L’introduction d’un hydroxyle sur le thiophéne (partie B) pourra étre évaluée afin d’établir
une liaison hydrogéne supplémentaire dans le site catalytique de 'enzyme en particulier pour DNMT. La
partie A pourra également étre modulée. Ainsi, l'introduction des substituants sur le N? ou le N* du motif
aminopyrimidine, ainsi que la distance entre la partie A et la partie B pourraient étre modulées. . L’aryle

sera également remplacé par un autre hétérocycle (figure 4.23).

Substitution des amines Substitution de
I'hétérocycle
R;—NH
>¢N 3.
N \ / - :'l-‘fl-E++h H H N
e L e O
i O = o HN t-Bu
. Homologation n=3,4 {-Bu
Partie A de chaine

Partie B

Figure 4.23. Pharmacomodulations autour de la série thiophénique

4.4 Comparaison de I’activité des composés sur DOT1L, DNMT et autres HMTs

Les composés synthétisés montrent un profil d’inhibition non spécifique vis-a-vis des cibles
épigénétiques évaluées (DOT1L, DNMT3a, PRC2, G9a, PRMT1, PRMT4, PRMT5), sauf pour le
composé ALIPF292 qui semble plus actif sur DNMT3a (figure 4.24).
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Figure 4.24. Evaluation de I'activité des composés sélectionnés sur différentes cibles épigénétiques. Le
pourcentage d’inhibition correspond a une concentration de 32 pM du composé testé. Les tests ont été réalisés en
duplicate. La valeur correspond a la moyenne + écart type.

Le profil non spécifique des composés pourrait étre d0 a des interactions au niveau de 'ADN. Des

études complémentaires pourront étre réalisées pour déterminer cette hypothése.

Nous avons identifié des composés avec un profil plus ou moins sélectif (figure 4.25) :

NH2 NH, /EHZ
N)\N H H N [-Pr H H NN " N
)\/IKN N ~N H MN N~ NN MN/@\\(N\/\/\(&
H \ H \”/ H S

o N o o 0o

ALIPF292 ALIPF199 ALIPF282
Inhibition (& 32 pM): Inhibition (a 32 uM): Inhibition (a 32 uM):
DOTIL=37+2 % DOT1L =69 % DOT1L = 74216 %
DNMT3a = 782 % DNMT3a = 30 % DNMT3a =721 %
PRC2 =17+8 % PRC2 = 49+15 % PRC2 =57+18 %
G9a = 20+1 % G9a =465 % G9a = 36+19 %
PRMT1 = 945 % PRMT1 = 1419 % PRMT1 = 161 %
PRMT4 = 20 % PRMT4 = 9315 % PRMT4 = 5817 %
PRMT5 = 5+1 % PRMT5 = 9+1 % PRMT5 = 12+4 %

Figure 4.25. Composés montrant un profil d’activité plus ou moins spécifique. Le pourcentage d’inhibition
correspond a une concentration de 32 uM du composé testé. Les tests ont été réalisés en duplicate.
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— Le composé ALIPF292 montre un pourcentage d’inhibition significativement plus importante sur
DNMT3a (7842 %) que sur les autres cibles épigénétiques (< 36 %).

— Le composé ALIPF199 présente une activité intéressante sur PRMT4 (9315 %) et sur DOT1L (69
%), activité supérieure a celle sur les autres cibles biologiques (< 49 %).

— Le composé ALIPF282 présente une activité comparable vis-a-vis de DOT1L (74116 %) et de
DNMT3a (721 %).

L’inhibition mixte des composés ALIPF199 et ALIPF282 pourrait étre intéressante comme
approche multi-cible. En effet, étant donné que DOT1L, DNMT et PRMT4 sont toutes les trois des

enzymes impliquées dans le cancer, leur inhibition simultanée serait une approche intéressante.

En effet, étant donné le crosstalk de la méthylation de 'ADN et des histones, une approche multi-
cible conduirait a des molécules possédant un effet anticancéreux renforcé.[12,13] Par exemple, des
inhibiteurs mixtes DNMT / EZH2[14] et DNMT / G9a[15] ont été récemment décrits possédant un effet

anticancéreux important.

ALIPF292, ALIPF199 et ALIPF282 montrent dans leur structure des motifs essentiels pour
I'inhibition de DOT1L et/ou pour linhibition de DNMT. Bien que ces inhibitions soient assez faibles, des
pharmacomodulations autour de ces molécules pourraient conduire a des produits sélectifs pour DOT1L
ou a des inhibiteurs mixtes DOT1L/DNMT.
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Chapitre 5 : Conclusions et perspectives
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Chapitre 5 : Conclusions et perspectives

L’objectif de ce travail a été le développement d’inhibiteurs de DOT1L, une HMT impliquée dans

'expression des oncogeénes liés a la leucémie de type MLLr.

Il a été démontré que linhibition de DOT1L conduit & 'hypométhylation de ces génes, permettant
de les réprimer. Les inhibiteurs de DOT1L (DOT1Li) stoppent ainsi la prolifération spécifiquement des
cellules leucémiques MLL-r, tout en arrétant le cycle cellulaire, et conduisant a la différenciation et a
I'apoptose.[9,10,28]

Nous avons donc congu une structure générale reprenant le motif aminopyrimidine du composé
SGI-1027 (19), inhibiteur de DNMT, qui mimerait le rOle des motifs (déaz)adénosine des inhibiteurs de
DOT1L nucléosidiques EPZ004777 (43) et EPZ-5676 (45) (figure 5.1). Ces composés présentent une
activité tres élévée et une spécificite sur DOT1L, malgré leur mauvais profil chimique et
pharmacocinétique. Nous avons envisagé de remplacer le ribose de ces composés de référence par

différents groupements aryles.

z NH, NH,
N N7 T N)IN\>
NH, NH k\N N NN L\N N
H o o
N7 "N N
)\)\ D/ ! OH OH OH OH
N
H
SGI-1027 (19) EPZ004777 (43) EPZ-5676 (45)
Inhibiteur de DNMT Inhibiteur de DOT1L Inhibiteur de DOT1L
ICs0 = 0.96 uM (Ki =0.3 nM) (Ki < 0.07 nM)
(versus DNMT3a) /
Partie A : Motif aminopyrimidine /<NH2
mimant I'adénosine du SAM/SAH ’<N’\<N R, = H, i-Pr
2 = I 1=
Partie A HN )
N
Partie B i
(e]
Partie B : Aryle
mimant /e ribose Chaine carbonée :
n=2-5

Partie C : Motif phénylurée ou benzimidazole
induisent changement de
conformation du site catalytique

Figure 5.1. Conception des inhibiteurs potentiels de DOT1L
Des modulations ont été réalisées autour de ce pharmacophore et nous avons développé
différentes voies de synthése pour les obtenir. Les composés synthétisés peuvent étre classés en 5
séries différentes (figure 5.2).
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Figure 5.2. Composés cibles de type phénylurée et benzimidazole
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Les premiers résultats de leur activité sur DOT1L ainsi que I'étude de modélisation moléculaire sur
la structure résolue du co-cristal DOT1L-EPZ-004777 (43) (PDB : 4ER5) ont permis de guider notre étude

de rélations structure-activité.

Les composés benzéniques ALIPF197, ALIPF199 et ALIPF200, et thiophéniques ALIPF281,
ALIPF282 et ALIPF291 ont montré un pourcentage d’inhibition supérieur a 50 % (a une concentration de
32 uyM) sur DOT1L (figure 5.3).

N 2

NH,
H A
M N\( oY R H H
D\WN\/\/ MN N ~_NN
H T
N N‘\< ° ©
/
-§4< R = H, ALIPF197, Inhibition (DOT1L) = 70 %
Partie A HN % R =i-Pr, ALIPF199, Inhibition (DOT1L) = 69 %
. s
Partie B o
/’ZH
H
l\; SN H N /K/L Q(
M M N‘(‘/)/\(,\\‘ \/\/\r
n - { > §<

n =3, ALIPF282, Inhibition (DOT1L) =74 % ALIPF200, Inhibition (DOT1L) = 58 %
n =4, ALIPF291, Inhibition (DOT1L) = 88 %

ALIPF281, Inhibition (DOT1L) =79 %

5

Figure 5.3. Composés possédant une inhibition de DOT1L supérieure a 50 % a une concentration de 32 yM

Ces premiers résultats nous ont permis d’identifier des motifs structuraux qui devraient étre
conservés pour le développement de nouveaux inhibiteurs non nucléosidiques de DOT1L (figure 5.4) : le
motif aminopyrimidine, un thiophéne, un amide liant cet hétérocycle a une chaine de 3 a 4 méthylénes

porteuse d’'un tert-butylphénylurée ou d’un tert-butyl-2-alkyl-benzimidazole.

NH

N

/<:;<N

Partie A HN-f ul

B ey
Partie B o)
N R N
N
My o
o HN t-Bu
t-Bu

Figure 5.4. Motifs a conserver pour le développement des inhibiteurs non nucléosidiques de DOT1L
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Ainsi, cette étude a permis d’identifier de nouveaux points de départ a optimiser pour augmenter

I'activité de nos composés, étant donné leur faible activité a 10 uM.

Etant donné que nous avons observé une activité supérieure pour les composés thiophéniques,
comparés a leurs analogues benzéniques, des pharmacomodulations autour de cette série seront

entreprises (figure 5.5).

Substitution des amines

R;—NH Partie B
$ >¢N Rz
N N K N
-7 My A
o FN t-Bu
. — t-Bu
i Homologation (¢] n=3,4
Partie A de chaine

Figure 5.5. Pharmacomodulations autour de la série thiophénique

La chaine latérale portant un groupement de type tert-butylphénylurée ou tert-butyl-2-
alkylbenzimidazole sera conservée avec un certain degré de liberté (-CH,-, n = 3, 4). La flexibilité de la
chaine permettra aux composés de mieux interagir dans la poche hydrophobe de I'enzyme via son motif
aminopyrimidine (partie A). Des pharmacomodulations autour de la partie A seront proposées pour
explorer davantage le site catalytique de DOT1L. Ainsi, I'introduction des substituants sur le N oule N
du motif aminopyrimidine, ainsi que la distance entre la partie A et la partie B seront évaluées. Ces
modifications permettraient de mieux positionner le motif aminopyrimidine dans la poche hydrophobe tout

en augmentant les interactions hydrophobes au sein du site catalytique.

L’activité de tous les composés sur DNMT3a a été déterminée a des concentrations de 100 uM, 32
MM et/ou 10 pM. Les composés benzéniques ALIPF244, ALIPF292 et ALIPF22, les composés
phénoliques ALIPF229 et ALIPF213, ainsi que les composés thiophéniques ALIPF276 et ALIPF282, ont

montré un pourcentage d’inhibition supérieur & 50 % (& une concentration de 32 uM) (figure 5.6).
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ALIPF222, Inhibition (DNMT3a) = 52 %

ALIPF213, Inhibition (DNMT3a) = 66 %

Figure 5.6. Composés possédant une inhibition de DNMT3a supérieure a 50 % a une concentration de 32 yM
A partir de ces résultats nous avons identifié des motifs structuraux a conserver pour le
développement des inhibiteurs de DNMT (figure 5.7) : le motif aminopyrimidine, un thiophéne ou un
phénol, un amide liant cet hétérocycle a une chaine de 3 méthylénes porteuse d’'une phénylurée ou d’un
benzimidazole. La phénylurée et le benzimidazole peuvent posséder un groupement volumineux comme

un groupement tert-butyle ou trifluorométhyle.
OH
S N
NH; /
N
~—<'<N H H H
oK R R, = i{N N _N g{N _N
Partie A HN i \g/ \©\R1:(:N(\©R13 H\Nr\DR1al

N R
. 3w nf
Partie B o n
Partie C Chaine carbonée : R1a = groupement encombrant

n=3

Figure 5.7. Motifs a conserver pour le développement des inhibiteurs de DNMT

Des pharmacomodulations autour ces dérivés seront entreprises (figure 5.8).
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Figure 5.8. Pharmacomodulations pour des inhibiteurs de DNMT

Etant donné que le phénol semble favoriser I'activité sur DNMT, I'introduction d’'un hydroxyle sur le
thiophéne (partie B) pourra étre évaluée. Egalement, la position optimale de I'hydroxyle sur le phényle
pourrait étre déterminée. Les substituants sur le N? ou le N* du motif aminopyrimidine (partie A), ainsi

que la distance entre la partie A et la partie B pourraient &tre modulés.

L’activité des composés représentatifs des séries développées a également été déterminée sur un
panel dHMTs SAM dépendantes (EZH2, G9a, PRMT1, PRMT4 et PRMT5) a une concentration de 32
pM.

D’'une part, nous avons identifi¢ les composés ALIPF199, ALIPF281 et ALIPF291 comme
inhibiteurs de PRMT4 (CARM1), montrant un pourcentage d’inhibition supérieur a 90 % a une
concentration de 32 uM (figure 5.9).

NH,
N
—QN
Partie A HN m N

. o'
Partie B b3
Chaine carbonée :
n=2-5
in /<NH2 NH,
/N'Kj\ iPr Y 9'/\<N
{ H
= N N. N — i-Pr H H
N N a \ N.__N /
i N LR
Y ety I )
o o H
o
ALIPF199, Inhibition (PRMT4) = 93 % ALIPF281, Inhibition (PRMT4) = 95 % ALIPF291, Inhibition (PRMT4) = 94 %

Figure 5.9. Composés possédant une inhibition de PRMT4 supérieure a 90 % a une concentration de 32 yM
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L’activité de ces composés sur PRMT4 sera déterminée a une concentration de 10 uM. L’inhibition de

cette HMT est intéressante étant donné le role de cette enzyme dans le développement du cancer de la

prostate et du cancer du sein.[83—86]

D’autre part, d’'autres composés ont été identifiés avec un profil plus ou moins sélectif (figure
5.10).

NH, NH,
N)\N NN i-Pr i N H
MNO\WN\/\/N N /K)\H N\/\/N\”/N = N /N N ,t‘

\

S
"o SO ° 07@* e

ALIPF292 ALIPF199 ALIPF282
Inhibition (a 32 pM): Inhibition (a 32 pM): Inhibition (& 32 pM):
DOT1L =36 % DOTIL =69 % DOTIL=74%
DNMT3a =78 % DNMT3a =30 % DNMT3a =72 %
PRC2 =16 % PRC2 =49 % PRC2 =57 %

G9a =20 % G9a =46 % G9a =36 %

PRMT1 =9 % PRMT1 =14 % PRMT1 =16 %
PRMT4 =20 % PRMT4 =93 % PRMT4 =59 %
PRMT5 =5 % PRMT5 = 8.8 % PRMT5 =12 %

Figure 5.10. Figure 4.23. Composés montrant un profil d’activité plus ou moins spécifique

Nous avons observé que les composés synthétisés ne sont pas spécifiques, probablement di a
des interactions au niveau de I’ADN ou de la chromatine. Afin de confirmer ou non cette hypothése, un
test de liaison a I’ADN sera réalisée.

Le composé ALIPF292 présente une spécificité pour DNMT. Les composés ALIPF199 et
ALIPF282 pourraient étre intéressants pour le développement d’inhibiteurs mixtes DOT1L/DNMT. En
effet, l'inhibition mixte est une approche intéressante étant donné que l'effet biologique pourrait étre
maximisé.[12-15] Ces structures peuvent servir comme point de départ pour réaliser des
pharmacomodulations et aboutir a des inhibiteurs sélectifs de DOT1L ou de DNMT ou a des inhibiteurs

mixtes.

Une fois les pharmacomodulations réalisées, les composés inhibiteurs de DOT1L les plus
prometteurs seront évalués pour leur capacité a inhiber la prolifération de la lignée cellulaire MLLr (MV4-

11) afin de valider I'effet sur la cible.

Parallélement, I'évaluation de I'effet des molécules directement sur la di/triméthylation de H3K79

dans les cellules cancéreuses de MLLr sera réalisée par Western Blot.

167



These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Chapitre 6 : Modes opératoires
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Chapitre 6 : Modes opératoires

6.1 Synthéses

6.1.1 Matériels : Appareillages et techniques d’analyse

¢ Reagents, chemicals and (anhydrous) solvents were purchased from commercial suppliers and used

without further purification.
e Sensitive reactions were performed under a nitrogen atmosphere.

¢ Reactions were monitored by Thin-Layer Chromatography (TLC), carried out on precoated silica gel
Polygram SIL G/UVas, plates (Macherey — Nagel). Spots were visualized using an UV lamp (A = 254
and 366 nm).

e Preparative-TLC were carried out on SIL G-200/UV,s4, 20 x 20 cm plates (Macherey — Nagel), and

spots were visualized using an UV lamp (A = 254 and 366 nm).

¢ Microwave-Assisted Chemistry was performed on a DiscoverSP apparatus (CEM) driven by Synergy

software.

e Flash chromatography was performed on a spot flash type apparatus (Armen) using silica gel

prepacked Chromabond® Flash RS cartirdges (Macherey-Nagel).

e Liquid Chromatography — Mass Spectrometry (LC-MS) experiments were performed on a Q Exactive

Benchtop LC-MS (Thermo Scientific) using Atmospheric-Pressure Chemical lonisation (APCI +/-).

e LC-MS was also performed on a HPLC Alliance (Waters) - MS Micromass ZQ2000 (Waters) using
ElectroSpray lonisation (ESI+/-). Data were analyzed on Mass Lynx software. A prepacked Cyg
reverse-phase column (Waters XBridge, 50 x 4.6 mm, 5 ym) at 35 °C was used for analytical HPLC
with a binary gradient elution (mobile phase A: water + buffer formate 5mM, pH 3.8; mobile phase B:
acetonitrile and buffer formate 5mM, pH 3.8 (5% water); gradient 0 — 0.25 min = 2% B, 0.25 — 4.0 min
=100% B, 4.0 — 5.0 min = 2% B) and at a flow rate of 2 mL/min.

e Purity of final compounds was controlled by an analytical HPLC performed on a WATERS 600"
chromatographer, with detection on a UV WATERS 2487 dual absorbance detector (254 and 366 nm).
A Chromasile C18 column (Macherey Nagel, 4.6 x 150 mm, 5 ym, 100 A) was used with a binary
gradient elution (mobile phase: acetonitrile — water (8:2), 0.08% formic acid) and at a flow rate of 1

mL/min/20 min.
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o NMR spectra were recorded on a Bruker AC 300P spectrometer (300 MHz for 'H and 75 MHz for '°C).
Spectra were performed at room temperature with tetramethylsilane (TMS) as intern reference, and

they were treated using TopSpin(Bruker) software.

¢ High-Resolution Mass Spectrometry (HRMS) was performed on a Q Exactive Benchtop LC-MS/MS

(Thermo Scientific) using electrospray ionization (ESI+/-).
e Melting points were determined on a Bluichni B-530 apparatus. The values were not corrected.

¢ Infrared spectra (IR) were performed on a Bruker Alpha-P spectrometer.

6.1.2 Protocoles expérimentaux

General procedure to obtain amines ALIPF193, 196, 231 |

A mixture of the corresponding chlorinated pyrimidine (1 - 1.5 eq.), the corresponding amine (1 eq.), and
5 drops of 37% HCI in isopropanol were stirred for 30 minutes (15 min. for ALIPF231) in a microwave
reactor, at 80 °C, at 100 W. The mixture was filtrated to recover a solid which was washed with ethanol.
The resulting filtrate was concentrated in vacuo, and ethanol was added to the residue to recover by
filtration a second solid. Both solids were gathered together, and dried over P,0s.

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)benzoic acid dihydrochloride, ALIPF193

NH,

NH
Ao N;/gN 2 Hel
NTSN g/ ’
)l\/\ " HZN OH 37/0 HCICEL > )\%N OH
Cl d i-PrOH, 80 ° C, 100 W, 30 min H o
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine 3-aminobenzoic acid 86 % ALIPF193
1.5eq., 19, 6.97 mmol 1 eq., 0.637 g, 4.64 mmol Formula: C1,H4CIN,0,

MW (chlorhydrate): 317.17
MW (base): 244.25

Appearance: white powder

mp >265°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 2.28 (s, 3H, CH3), 6.24 (s, 1H, ArH), 7.49 (m, 1H, ArH), 7.71 (m,
1H, ArH), 7.88 (m, 1H, NH), 8.04 (m, 1H, ArH), 8.25 (m, 1H, ArH), 10.93 (bs, 1H, COOH), 13.05 (bs, 2H,
NH>)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 18.8, 97.7, 122.6, 125.5, 126.1, 129.6, 131.9, 138.7, 153.2,
156.2, 162.2, 167.3

LC-MS (ESI*): m/z 245 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C1,H13N4O, [M+H]* 245.1033, found 245.1023

IR, v (cm™): 1650 (C=0)
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5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-2-hydroxybenzoic acid dihydrochloride, ALIPF196

NH,

j‘\Hz oH NJ§N OH
NTSN 37% HCleg, I -2 HCI
)‘\/\ ’ HZNQ(OH = /KAN OH
cl d i-PrOH, 80 ° C, 100 W, 30 min H 5
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine  5-amino-2-hydroxybenzoic acid 98 % ALIPF196
1eq. 259, 16.9 mmol 1eq., 2.59 g, 16.9 mmol Formula: C1H14C1oN4O3

MW (chlorhydrate): 333.17
MW (base): 260.25

Appearance: white powder
mp =240 — 242 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 2.25 (s, 3H, CHj), 6.02 (s, 1H, ArH), 6.85 (m, 1H, ArH), 7.74 (m,
2H, ArH), 7.81 (bs, 2H, NH,), 10.29 (bs, 1H, OH), 13.10 (bs, 1H, COOH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 18.7, 97.4, 114.7, 117.6, 124.0, 129.6, 130.4, 153.2, 156.1,
158.9, 162.5, 171.8

LC-MS (ESI*): m/z 261 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C1,H13N403 [M+H]" 261.0982, found 261.0969

IR, v’ (cm™): 1662 (C=0)

3-((4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)amino)benzoic acid trichloride, ALIPF231

NH
NHy
NI N 3 HCI
NTSN 9 ’
)l\ /)\ + N OH 37% HClcat, HzN)\N//,\N OH
H
HoN N Cl o) i-PrOH, 80 ° C, 100 W, 15 min le)
6-chloro-1,3,5-triazine-2,4-diamine 3-aminobenzoic acid ALIPF231
78 %
1eq., 100 mg, 0.687 mmol 1 eq., 96.1 mg, 0.687 mmol Formula: C4oH43CI3NgO,

MW (chlorhydrate): 355.61
MW (base): 246.23

Appearance: white powder
mp > 265 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 6.30 (s, 4H, NH,), 7.32 (m, 1H, ArH), 7.47 (m, 1H, ArH), 8.04 (m,
1H, ArH), 8.28 (m, 1H, ArH), 9.02 (s, 1H, NH),12.75 (bs, 1TH, COOH)

LC-MS (ESI): m/z 245 [M-H]

IR, v (cm™): 1644 (C=0)

Procedure to obtain imidazolidinone ALIPF148

Isopropylamine (1 eq., 0.060 mL, 0.695 mmol) and K,CO; (2 eq., 192 mg, 1.39 mmol) were added to a
solution of 1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-chloroethyl)urea (1 eq., 177 mg, 0.695 mmol) in DMF (10 mL), and
it was stirred overnight at room temperature. The mixture was concentrated in vacuo and water was
added to the residue. The visible solid was recovered by filtration, washed with cyclohexane, and dried
over P,0s.
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1-(4-(tert-butyl)phenyl)imidazolidin-2-one, ALIPF148

(e}

NH
: C
HNJ\N/\/ Nko
H isopropylamine, K;CO3
-
DMF, RT, 12 h
50 %
1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-chloroethyl)urea ALIPF148
1 eq., 177 mg, 0.695 mmol Formula: C13H1gN,0O

MW: 218.29

Appearance: white powder
mp=141-142°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 3.74 (m, 2H, CH,-NH), 4.20 (m, 2H, CH,-N),
7.22 (m, 2H, ArH), 7.45 (m, 2H, ArH), 9.00 (m, 1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 219 [M+H]'

IR, v (cm™"): 1682 (C=0), 2952 (NH)

‘ Procedure to obtain pyrimidinone ALIPF147 |

ALIPF138 (1 eq., 200 mg, 0.744 mmol) and KI (1.1 eq., 135 mg, 0.819 mmol) were added to a solution of
isopropylamine (1 eq., 0.064 mL, 0.744 mmol) and CsOH-H,O (1.1 eq., 137 mg, 0.819 mmol) in DMF (10
mL) previously stirred for 30 minutes at room temperature. After stirring for 12 hours, the mixture was
concentrated in vacuo, and water was added to the residue. The visible solid was recovered by filtration,
washed with cyclohexane, and dried over P,Os.

1-(4-(tert-butyl)phenyl)tetrahydropyrimidin-2(1H)-one, ALIPF147

X Cx
HNT N N/&o
H isopropylamine, CsOH- H,0, Kl
DMF, RT, 12 h
90 %
ALIPF138 ALIPF147
1 eq., 177 mg, 0.695 mmol Formula: C14H20N20
MW: 232.32

Appearance: white powder
mp =226-228°C

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg), § (ppm): 1.26 (s, 9H, t-Bu), 1.92 (m, 2H, CH,), 3.21 (m, 2H, CH,), 3.58 (m,
2H, CH,), 6.50 (m, 1H, NH), 7.25 (m, 4H, Ar)

LC-MS (APCI*): m/z 233 [M+H]"

IR, v (cm™): 1646 (C=0), 3220 (NH)
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General procedure to obtain ureas ALIPF175, 138

A solution of 4-(tert-butyl)aniline (1 eq.) in pyridine (5 mL) was added to a solution of the corresponding
isocyanate (1 eq.) in pyridine (to give a 0.4 M solution), and the mixture was stirred under nitrogen, at
room temperature for 4 hours (24 h for ALIPF138). The mixture was concentrated in vacuo and 1N HCI
was added to the residue. The visible solid was recovered by filtration, washed with cyclohexane, and
dried over P,0s.

1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-chloroethyl)urea dichloride, ALIPF175

NH.
2 HNJ\N/\/CI
H
Ox,
—_
+ Cs N/\/CI -
yridine, N,
RT,4h
76 %
4-(tert-butyl)aniline  2-chloroethylisocyanate ALIPF175
1eq.,4mL, 252 mmol 1eq., 2.15mL, 25.2 mmol Formula: C43H,1CI3N,O
MW: 254.76

Appearance: white powder

mp=125-127°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 3.40 ppm (td, °J = 6.1 Hz ; °J = 6.2 Hz, 2H,
CHy-NH), 3.64 (t, >J = 6,1 Hz, 2H, CH,-CI), 6.32 (t, °J = 6.2 Hz, 1H, NH), 7.25 (m, 4H, ArH), 8.59 ppm (s,
1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 255 [M+H]" for *°Cl and 257 [M+H]" for *'CI

IR, v (cm™): 1644 (C=0), 3301(NH)

1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(3-chloropropyl)urea dichloride, ALIPF138

[}
NH.
2 JJ\N/\/\CI
o\\C
+ NS
N cl Pyndlne Ny
RT,24h
70 %
4-(tert-butyl)aniline 3-chloropropylisocyanate ALIPF138
1 eq., 0.663 mL, 4.18 mmol 1 eq., 0.342 mL, 4.18 mmol Formula: C44H3CI3N,O
MW: 268.78

Appearance: white powder

mp =140 -142°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.87 (t, %) =6.4Hz %= 6.6 Hz, 2H, CHy),
3.18 (td, °J = 5.8 Hz, 3J = 6.6 Hz, 2H, CH,-NH), 3.66 (t, °J = 6.4 Hz, 2H, CH,-Cl), 6.16 (t, °J = 5.8 Hz, 1H,
NH), 7.25 (m, 4H, ArH), 8.30 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 269 [M+H]"for **Cl and 271 [M+H]" for *'CI

IR, v (cm™): 1642 (C=0), 3344 and 3297 (NH)
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Procedure to obtain phthalimido derivative ALIPF144

Potassium phthalimide (2 eq., 290 mg, 1.57 mmol) was added to a solution of 1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-
(2-chloroethyl)urea (1 eq., 200 mg, 0.785 mmol) in anhydrous DMF (10 mL) under nitrogen, and the
mixture was refluxed overnight. After cooling to room temperature, cold water was added to the mixture,
and the visible solid was recovered by filtration. The powder was recrystallized from acetonitrile. The
powder was dried over P,0s.

1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)ethyl)urea, ALIPF144

o (o)
J 1 o
HN N/\/CI HN N/\/N
H potassium phthalimide H o . NN
[e] (¢]

S

DMF, Ny, reflux, 12 h

94 %

1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-chloroethyl)urea ALIPF144 ALIPF315
1 eq., 200 mg, 0.785 mmol Formula: Cp1Hp3N3O5 Formula: C1gH12N20,
MW: 365.43 MW: 320.30

Appearance: white powder
mp=168-170°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.22 (s, 9H, t-Bu), 3.34 (m, 2H, CH,-NH), 3.67 (m, 2H, CH,-N),
6.19 (m, 1H, NH), 7.18 (m, 4H, ArH), 7.84 (m, 4H, ArH), 8.31 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 366 [M+H]"

IR, v (cm™): 1648 (C=0, urea), 1775 and 1709 (C=0, imide), 3400 and 3960 (NH)

Appearance: white powder

mp =233 -235°C

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 3.84 ppm (s, 4H, CH,), 7.82 (m, 8H, ArH)
LC-MS (ESI"): m/z 321 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1697 (C=0)

Procedure to obtain phthalimido derivative ALIPF153

Potassium phthalimide (2 eq., 537 mg, 2.9 mmol) was added to a solution of 1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-
chloroethyl)urea (1 eq., 390 mg, 1.45 mmol) in anhydrous DMF (10 mL) under nitrogen, and the mixture
was refluxed for 4 hours. After cooling to room temperature, cold water was added to the mixture, and the
aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, washed
with brine, dried over MgSQO,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was suspended in CH,Cl,,
and petroleum spirit was added until precipitation. The powder was recovered by filtration, washed with
water, 10% K,COj3, and cyclohexane. The solid was dried over P,0Os.
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1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2- yI)propyI Jurea, ALIPF153
o

HNJ\N/\/\O N/\/\ NN
H potassmm phthalimide
DMF Ny, reflux, 4 h
71 %

ALIPF138 ALIPF153 ALIPF316

1 eq., 390 mg, 1.45 mmol Formula: Cp,HasN303 Formula: C1gH14N204
MW: 379.45 MW: 334.33

Appearance: white powder

mp=95-97°C

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.22 (s, 9H, t-Bu), 1.74 (m, 2H, CH,), 3.08 (m, 2H, CH,-NH), 3.60

(m, 2H, CH,-N), 6.20 (m, 1H, NH), 7.22 (m, 4H, ArH), 7.85 (m, 4H, ArH), 8.50 (s, 1H, NH)
LC-MS (APCI*): m/z 380 [M+H]"

IR, v (cm™): 1642 (C=0, urea), 1774 and 1708 (C=0, imide), 3314 (NH)

Characterization of ALIPF316

Appearance: white powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.97 ppm (it, °J = 7.1 Hz, 2H, CHy), 3.61 (t, °J = 7.1 Hz, 4H,

CH,), 7.82 (m, 8H, ArH)
LC-MS (ESI*): m/z 335 [M+H]"

IR, v (cm™): 1701 (C=0)

General procedure to obtain primary amines ALIPF145, 154

Hydrazine monohydrate (5 eq.) was added to a solution of the corresponding phthalimido-urea (1 eq.) in
ethanol (to give a 0.2 M solution) and it was refluxed for 5 hours. After cooling at room temperature, the
white solid (phthalhydrazide) was discarded by filtration. The filtrate was concentrated in vacuo, and the
residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl,— CH;OH/ammonia, 9 : 1). The oil

obtained was dried over P,0s.

1-(2-aminoethyl)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)urea, ALIPF145

o
o o

N NH
P~ AN e

H o HoN-NH,+ H,0 H

_rrrE e,
EtOH, reflux, 5 h
94 %

ALIPF144 ALIPF145
1 eq., 2.09 g, 5.72 mmol Formula: C43H2¢N5O
MW: 235.33
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Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 2.65 (m, 2H, CH,-NH,), 3.10 (m, 2H, CH,-NH),
3.31 (m, 2H, NH,), 6.19 (m, 1H, NH), 7.25 (m, 4H, ArH), 8.49 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/z 236 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1652 (C=0), 3299 (NH)
1-(3-aminopropyl)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)urea, ALIPF154

X {
HN N/\/\N HNLN/\/\NHZ
H HoN-NH,+ H,0 H
o .
EtOH, reflux, 5 h

79 %

ALIPF153 ALIPF154
1eq., 4.7 g, 12.4 mmol Formula: C14H,3N30
MW: 249.35

Appearance: brown oil

"H NMR (300 MHz, DMSO-dp), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.49 (m, 2H, CH,), 2.58 (m, 2H, CH,-NH2).
3.12 (m, 2H, CH,-NH), 3.31 (m, 2H, NH,), 6.10 (m, 1H, NH), 7.25 (m, 4H, ArH), 8.35 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 250 [M+H]"

IR, v (cm™): 1650 (C=0), 3303 (NH)

General procedure to obtain secondary amines ALIPF140, 139, 195, 209

TEA (1 eq.) and acetone (1.1 eq.) were added to a solution of the corresponding amine (1 eq.) in CH;OH
(to give a 0.1 M solution) under nitrogen in a balloon flask connected to a 10% NaOH trap. After 30
minutes of stirring at room temperature, sodium cyanoborohydride (1.1 eq.) were added to the mixture
and it was stirred 24 hours. For ALIPF195 acetone (0.5 eq.) and sodium cyanoborohydride (0.5 eq.) were
added twice (24 and 27 hours later) and the mixture was stirred 6 hours more. 10% NaOH was added to
the mixture and it was stirred 20 minutes. After concentration in vacuo, cold water was added to the
residue, and the aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered
together, washed with water, brine, dried over MgSQy,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue
was purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, — CH3;OH/ammonia, 9 : 1). The oil
obtained was dried over P,0Os.

1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(2-(isopropylamino)ethyl)urea, ALIPF140
[e]

LN/\/NHz

o]
JJ\ H
H acetone, TEA, NaBH3CN H

HN

CH3;0H, RT, 24 h

60 %

ALIPF145 ALIPF140
1 eq., 150 mg, 0.637 mmol Formula: C1gH7N30
MW: 277.41
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Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.00 (d, *J = 6.3 Hz, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 2.62 (m, 2H,
CHx-NH), 2.78 (m, 1H, CH), 3.15 (m, 2H, CH,-NHCO), 3.31 (m, 1H, NH), 6.11 (m, 1H, NH), 7.24 (m, 4H,
ArH), 8.50 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/z 278 [M+H]"

IR, v (cm™): 1650 (C=0), 3304 (NH)

1-(4-(tert-butyl)phenyl)-3-(3- (|sopropylam|no)propyl)urea ALIPF139

e A y L
H acetone, TEA, NaBH;CN
e,
CH4OH, RT, 24 h
96 %
ALIPF154 ALIPF139
1 eq., 170 mg, 0.682 mmol Formula: C17H9N3;0
MW: 291.43

Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-de), & (ppm): 1.01 (d, °J = 6.2 Hz, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.56 (m, 2H,
CHy), 2.58 (m, 2H, CH,-NH), 2.78 (m, 1H, CH), 3.10 (m, 2H, CH,-NHCO), 3.31 (m, 1H, NH), 6.10 (m, 1H,
NH), 7.24 (m, 4H, ArH), 8.34 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 291 [M+H]'

IR, v (cm™"): 1650 (C=0), 3324 (NH)

3-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-N-isopropylpropan-1-amine, ALIPF195

)<<>LN\ acetone, TEA, NaBHscN )<©: >/\/\ J\ )<©[N\
N CH3OH RT, 30 h N
H H
ALIPF190 ALIPF195 ALIPF217
1eq., 414 mg, 1.79 mmol Formula: C47H,7N3 Formula: CgHz9N3

MW: 273.42 MW: 287.44
Appearance: brown oil

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.23 (m, 6H, i-Pr), 1.31 (s, 9H, t-Bu), 2.11 (m, 2H, CH,), 2.93 (m
2H, CH,-Ar), 3.01 (m, 2H, CH,-NH), 3.31 (m, 1H, CH), 7.20 (m, 1H, ArH), 7.38 (m, 2H, ArH)

LC-MS (APCI*): m/z 274 [M+H]"

Characterization of ALIPF217

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.22 (m, 6H, i-Pr), 1.31 (s, 9H, t-Bu), 2.17 (m, 2H, CH,), 2.63 (s,
3H, CHs), 2.93 (m, 2H, CH,), 3.10 (m, 2H, CH,), 3.51 (m, 1H, CH), 7.22 (m, 1H, ArH), 7.42 (m, 2H, ArH),
11.55 (m, 1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/z 288.2 [M+H]"
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4-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)-N-isopropylbutan-1-amine, ALIPF209

)<©[N\>/\/\/N acetone, TEA, NaBH;CN )<(> >/\/\/
” CH3OH RT, 24 h \|/

49 %
ALIPF188 (brsm 78 %) ALIPF209
1 eq., 476 mg, 1.94 mmol Formula: C4gH29N3
MW: 287.44

Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 1.05 (d, °J = 6.4Hz, 6H, i-Pr), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.50 (tt, °J = 7.9,
7.8 Hz, 2H, CH,), 1.80 (tt, °J = 7.9 Hz, 7.7 Hz, 2H, CH,), 2.66 (t, °J = 7.8 Hz, 2H, CH,), 2.80 (t, °J = 7.7
Hz, 2H, CH,), 2.91 (sp, °J = 6.4Hz, 1H, CH), 7.18 (m, 1H, ArH), 7.38 (m, 2H, ArH)

LC-MS (ESI’): m/z 288 [M+H]"

Procedure to obtain benzimidazole ALIPF181

A solution of oxalyl chloride (1.1 eq., 0.083 mL, 0.972 mmol) in CH,Cl, (0.5 mL) was added dropwise to a
solution of 4-cyanobutanoic acid (1 eq., 100 mg, 0.884 mmol) in CH,Cl, (0.5 mL). The mixture was stirred
at room temperature for 3 hours. The mixture was diluted with CH,Cl, and the organic layer was washed
with NaHCO;, water, and brine, then dried over MgSOy,, filtered, and concentrated in vacuo. CH,Cl, (2
mL) was added to the crude product previously obtained. This solution was added dropwise to a solution
of 4-(tert-butyl)-1,2-diaminobenzene (1 eq., 145 mg, 0.884 mmol) and TEA (1 eq., 89.5 mg, 0.123 mL,
0.884 mmol) in CH,CI, (4 mL) at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature.
The solvent was removed in vacuo, AcOH (5 mL) was added to the residue, and it was refluxed for 3
hours. The mixture was concentrated in vacuo and 10% NaOH was added. The aqueous layer was
extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, dried over MgSQO,, filtered,
and concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel (gradient
CH,Cl, — CH30OH/ammonia, 1 : 0 to 9 : 1). The oil obtained was dried over P,0s.

4-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butanenitrile, ALIPF181

o (COCl), o

W N )I\/\/// N
HO CH,Cl,, RT,3h Cl
4-cyanobutanoic acid ALIPF180

1 eq., 100 mg, 0.884 mmol

NH [e] 1. TEA, 12 h, RT N
2 N 2. AcOH, reflux, 3 h YN * N
b g~ A 2Ot el 3y N S >—
NH, H N

4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine ALIPF180 11% ALIPF181 ALIPF278
1 eq., 145 mg, 0.884 mmol Formula: C45H4gN3 Formula: C4,HgN,
MW: 241.33 MW: 188.27

Appearance: white powder
mp =226 -228°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.26 (m, 2H, CH,), 1.35 (s, 9H, t-Bu), 2.35 (m, 2H, CH,-CN), 3.33
(m, 2H, CH,-Ar), 7.49 (m, 1H, ArH), 7.71 (m, 2H, ArH)

LC-MS (APCI"): m/z 242 [M+H]"

IR, ' (cm™): 2247 (CN)




These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Characterization of 5-(tert-butyl)-2-methyl-1H-benzo[d]imidazole, ALIPF278
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 2.44 (s, 3H, CHs), 7.17 (m, 1H, ArH), 7.35 (m,

2H, ArH), 11.98 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/z 189 [M+H]"

Procedure to obtain N-Boc amine ALIPF212 |

Di-tert-butyl dicarbonate (1 eq., 4.15 mL,19.39 mmol) was added to a solution of 4-aminobutyric acid (1
eq., 2 9,19.39 mmol) in a mixture of NaOH — THF (1 : 2) at 0 °C, and the mixture was stirred overnight at
room temperature. The solvent was removed in vacuo, and water was added to the residue. The pH of
solution was adjusted to pH 2 with 4M HCI, and the aqueous layer was extracted three times with diethyl
ether. The organic layers were gathered together, washed with water, brine, dried over MgSQy,, filtered,
and concentrated in vacuo. The solid obtained was dried over P,0s.

4-((tert-butoxycarbonyl)amino)butanoic acid, ALIPF212
j\/\/NH Boc,0, NaOH jL/\/H o
HO 2 THF,RT, 12h HO
T

75 %

4-aminobutanoic acid ALIPF212
1 eq., 4.15 mL,19,39 mmol Formula: CgH;7NO,
MW: 203.24

Appearance: white powder
mp=95-97°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 1.36 (s, 9H, t-Bu), 1.58 (m, 2H, CH,), 2.18 (t, °J = 7.4 Hz, 2H,
CH,), 2.90 (m, 2H, CH,), 6.80 (s, 1H, NH)

LC-MS (ESI): m/z 204 [M+H]"

IR, ' (cm™): 2980 (C=0), 3348 (OH)

Procedure to obtain benzimidazoles ALIPF183, 186, 234

4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine (1 eq.) and the corresponding lactone (4 - 11 eq.) were suspended in
4M HCIl in a sealed tube, and the mixture was refluxed overnight. After cooling to room temperature, the
pH was adjusted to pH 11 at 0 °C with a saturated solution of K,COj3;. The aqueous layer was extracted
three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, washed with brine, dried over
MgSQ,, filtered, and concentrated in vacuo. Diethyl ether (a mixture of CH,Cl, — CH3;0H for ALIPF186)
was added to the residue and the solid was recovered by filtration, and dried over P,0Os.

3-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propan-1-ol, ALIPF183

o)
N
NH2 Q
S c oS T, v S
NH. H

L HCI, reflux, 12 h

4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine y-butyrolactone 93 % ALIPF183

1eq., 0.765 g, 4.66 mmol 11 eq., 3.94 mL, 51.3 mmol Formula: C14H20N,0
MW: 232.32

Appearance: white powder

mp =181-183°C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.90 (tt, °J = 6.0, °J = 7.5 Hz, 2H, CH,), 2.81 (t,
%J = 7.5Hz, 2H, CH,-Ar), 3.46 (t, °J = 6.0 Hz, 2H, CH,-OH), 4.61 (bs, 1H, OH), 7.20 (m, 1H, ArH), 7.35 (m,
2H, ArH), 11.97 (s, 1H, NH)

LC-MS (ESI*): m/z 233 [M+H]"

IR, v (cm™): 3117 (OH)

3-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propan-1-ol, ALIPF186

o)
NH, N\>/v\/OH
+ o N N
NH H

N HCI, reflux, 12 h

4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine §-valerolactone 81 % ALIPF186

1eq., 100 mg, 0.609 mmo 4 eq., 0.221 mL, 2,435 mmol Formula: C15H2,N,0
MW: 246.35

Appearance: white powder
mp=151-153°C
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.25 (s, 9H, t-Bu), 1.50 (tt, %J=7.4Hz, 8.1 Hz, 2H, CH,), 1.75 (tt,

%J=8.1 Hz, 6.2 Hz, 2H, CH,), 2.81 (t, °J = 7.4Hz, 2H, CH,-Ar), 3.44 (t, °J = 6.2 Hz, 2H, CH,-OH), 4.39
(bs, 1H, OH), 7.16 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH), 11.96 (s, 1H, NH)

LC-MS (ESI*): m/z 247 [M+H]"
IR, v' (cm™): 2963 (OH)

5-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)pentan-1-ol, ALIPF234
o

o
NH N\>/\/\/\OH
+ —_— N
NH

2 HCI, reflux, 24 h H
4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine caprolactone 69 % ALIPF234
1eq., 1g,6.09 mmol 8 eq., 3,123 mL, 48,71 mmol Formula: C4gH24N,0
MW: 260.37

Appearance: white powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-de), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.42 (m, 2H, CH,), 1.74 (m, 2H, CH,), 2.18 (m,
2H, CH,), 2.76 (m, 2H, CH,), 3.42 (m, 2H, CH,), 4.36 (bs, 1H, OH), 7.16 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH),
11.97 (bs, 1H, NH)

LC-MS (ESI): m/z 259 [M-H]

IR, v (cm™): 3201 (OH)

Procedure to obtain primary amines ALIPF190, 188

Triphenylphosphine (2 eq.) was added in portions to a solution of the corresponding alcohol derivative (1
eq.), phthalimide (2 eq.) and DIAD (2 eq.) in diethyl ether, and the mixture was stirred overnight at room
temperature. The visible solid (triphenylphosphine oxyde) was discarded by filtration, and the filtrate was
concentrated in vacuo. Diethyl ether was added to the residue and the solid was also discarded by
filtration. The filtrate was concentrated in vacuo, and ethanol and hydrazine monohydrate (12 eq.) were
added to the viscous residue. After being refluxed overnight, it was cooled to room temperature and the
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visible solid (phthalhydrazide) was discarded by filtration. The filirate was concentrated in vacuo, and
ethanol was added to the residue. The visible solid was also discarded by filtration. The filtrate was
concentrated in vacuo, and the residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,CI, —
CH3;OH/ammonia, 9 : 1). The oil obtained was dried over P,0s.

2-(3-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propyl)isoindoline-1,3-dione, ALIPF184

N phthallmlde Ph;P, DIAD H2N NH,- H,O

D OH

N>/\/\ EtOEL, RT, 12h N% EtOH, reflux, 12 h >/\/\
H

ALIPF183 ALIPF184 ALIPF190
1eq., 1.99 g, 8.57 mmol Formula: Cy5Ho3N30, Formula: C14H,1N3
MW: 361.44 MW: 231.34
15 %

Appearance: yellowish powder
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.30 (s, 9H, t-Bu), 2.09 (tt, °J = 6.8 Hz, 7.1 Hz, 2H, CH,), 2.82 (t,

3J=7.1 Hz, 2H, CH,-Ar), 3.67 (t, °J = 6.8Hz, 2H, CH,-NH,), 7.13 (m, 1H, ArH), 7.31 (m, 2H, ArH), 7.82
(bs, 4H, ArH), 11.97 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI*): m/z 362 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1705 (C=0)

3-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propan-1-amine, ALIPF190
Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-d), & (ppm): 1.32 (m, 9H, t-Bu), 1.92 (m, 2H, CHj), 2.66 (t, °J = 6.9 Hz, 2H,
CH,-Ar), 2.82 (t, °J = 7.6 Hz, 2H, CH,-NH,), 7.18 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH)

LC-MS (ESI’): m/z 232 [M+H]"

IR, v (cm'1): 3041 (NH)
2-(4-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)isoindoline-1,3-dione, ALIPF187

O,
N phthalimide, Ph;P, DIAD N HoN-NH,- H,0 N
\>/\/\/OH —_— \>/\/\/N _— > \>/\/\/NH2
N EtOEt, RT, 12 h N o EtOH, reflux, 12 h N
H H

H

ALIPF186 ALIPF187 ALIPF188

1eq., 3.2g, 13 mmol Formula: Cy3H25N30, Formula: C15H23N3
MW: 375.46 MW: 245.36
56 %

Appearance: yellowish powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.30 (s, 9H, t-Bu), 1.67 (m, 2H, CH,), 1.74 (m, 2H, CH,), 2.79 (m
2H, CH5-Ar), 3.50 (m, 2H, CH,-NH), 7.15 (m, 1H, ArH), 7.31 (m, 2H, ArH), 7.83 (bs, 4H, ArH), 11.97 (s,
1H, NH)
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LC-MS (APCI*): m/z 376 [M+H]"

IR, v (cm™): 1709 (C=0)

4-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butan-1-amine, ALIPF188

Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-de), & (ppm): 1.38 (s, 9H, t-Bu), 1.45 (tt, °J = 7.1 Hz, 7.3 Hz , 2H, CH,), 1.75
(tt, °*J = 7.6 Hz, 7.3 Hz , 2H, CH,), 2.55 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, CH.,-Ar), 2.77 (t, °J = 7.6, 2H, CH,-NH), 7.18
(m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH)

LC-MS (ESI*): m/z 246 [M+H]"

IR, v (cm™): 3342, 3111 (NH)

Procedure to obtain benzimidazole ALIPF272, 241, 289, 294, 288

4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine (1 eq.) and the corresponding lactame (2 eq.) were suspended in 4M
HCI in a sealed tube, and the mixture was refluxed for 3 - 24 hours. After cooling to room temperature,
the pH was adjusted to pH 11 at 0 °C with a saturated solution of K,COj;. The aqueous layer was
extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, washed with brine, dried
over MgSQ,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography
over silica gel (CH,CI, — CH3;0H/ammonia, 9 : 1). The oil obtained was dried over P,0:s.

4-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butan-1-amine, ALIPF272

[e]

NH NH N\>/\/\/NH2
L, - e :
NH; H

HCI, reflux, 3 h
benzene-1,2-diamine 3-valérolactame 14 % ALIPF272
1eq., 1g,9.25 mmol 2eq., 1.83 g, 18.5 mmol Formula C11H5N3
MW 189.13

Appearance: brown oil

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.56 (m, 2H, CH,), 1.78 (m, 2H, CH,), 2.79 (m, 2H, CH,-NH,),
3.15 (m, 2H, CH,-ArH), 7.09 (m, 2H, ArH), 7.44 (m, 2H, ArH), 12.13 (bs, 1H, NH)

LC-MS (ESI'): m/z 188 [M-H]
5-(5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)pentan-1-amine, ALIPF241

o
NH N,
NH \>/\/\/\NH2
+ —_— N
NH. H

3 HCI, reflux, 24 h

4-(tert-butyl)benzene-1,2-diamine caprolactame 49 % ALIPF241
1 eq., 500 mg, 3.04 mmol 2 eq., 688 mg, 6,08 mmol Formula: C4gH25N3
MW: 259.39

Appearance: brown oil

"H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.31 (m, 11H, -Bu, CH,), 1.43 (m, 2H, CH,), 1.74 (m, 2H, CH,),
2.59 (m, 2H, CH,), 2.72 (m, 2H, CH,), 7.16 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH)

LC-MS (ESI*): m/z 260 [M+H]"
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4-(5-methoxy-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butan-1-amine, ALIPF289

o

o
0 NH; - N NH,
NH >/\/\/
\C[ S 2HCI o+ - . N
NH, H

HCI, reflux, 12 h

4-methoxybenzene-1,2-diamine lérol 73 % ALIPF289
dihydrochloride 8-valérolactame Formula: C1,H;7N30

1 eq., 448 mg, 2.12 mmol 2 eq., 420 mg, 4.24 mmol MW: 219.28
Appearance: brown oil
'H NMR (300 MHz, DMSO-d), 5 (ppm): 1.61 (tt, °J = 7.4, 2H, CH,), 1.89 (tt, °J = 7.4, 2H, CH,), 2.82 (m,
CH,-NH,), 3.04 (t, 2H, *J = 7.4, CH,-ArH), 3.82 (s, 1H, CH3), 7.01 (m, 1H, ArH), 7.12 (m, 1H, ArH), 7.55
(m, 1H, ArH), 7.98 (bs, 2H, NH,)
LC-MS (ESI*): m/z 220 [M+H]"

4-(5-methoxy-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butan-1-amine, ALIPF294

cl N
cl NH, NH \>/\/\/NH2
+ —_—— N
NH, HCI, reflux, 7 h H
4-chlorobenzene-1,2-diamine 8-valérolactame 44 % ALIPF294
1eq., 1g,7.01 mmol 2 eq., 1.39 g, 14 mmol Formula: C11H14CINg

MW: 223.70
Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.43 (tt, °J = 7.5, 2H, CH,), 1.77 (tt, °J = 7.5, 2H, CH,), 2.60 (t, °J
= 7.5, CH,-NH,), 2.79 (t, 2H, °J = 7.5, CH,-ArH), 7.12 (m, 1H, ArH), 7.45 (m, 1H, ArH), 7.51 (m, 1H, ArH)

LC-MS (ESI'): m/z 222 [M-H[

IR, v’ (cm™): 3348 (NH)

4-(5-(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butan-1-amine, ALIPF288

o

F3C.
F3C NH2 NH : N\>/\/\/NH2
X . T N
NH, HCI, reflux, 4 h H
4-(trifluoromethyl)benzene-1,2-diamine s-valérolactame 45 % ALIPF288
1eq., 1g,5.68 mmol 2eq., 1.13 g, 11.4 mmol Formula: C4oH4F3N3

MW: 257.25
Appearance: brown oil
'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), 5 (ppm): 1.60 (tt, °J = 7.2, 2H, CH,), 1.84 (tt, °J = 7.2, 2H, CH,), 2.80 (t, °J

= 7.2, 2H, CH,-NH,), 2.89 (t, 2H, °J = 7.2, CH,-ArH), 7.44 (m, 1H, ArH), 7.65 (m, 1H, ArH), 7.82 (m, 1H,
ArH), 8.78 (bs, 2H, NH,)

LC-MS (ESI'): m/z 256 [M-H]

IR, v’ (cm™): 3389 (NH)
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Procedure to obtain benzimidazolone ALIPF225.

A solution of 4-(tert-butyl)benzene-1.2-diamine (1 eq., 3 g, 18.3 mmol) in anhydrous THF (10 mL) was
added to a solution of 1,1'-carbonyldiimidazole (1.1 eq., 3.26 g, 20.1 mmol) in a mixture of CH,Cl, — THF
(1: 2,60 mL), and it was stirred stirred overnight at room temperature under nitrogen. After removing the
solvent in vacuo, CH,Cl, was added to the dry residue to give a white powder recovered by filtration. The
filtrate was concentrated in vacuo, and last procedure was performed again to give a second precipitate.
Both precipitates were gathered together and dried over P,Os.

5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2(3H)-one, ALIPF225

1 '
* NONTONTY =0
NH; N R W N

CH,Cl, - THF (1:2), RT, 12 h

4-(tert-butyl)benzéne-1,2-diamine 1,1'-carbonyldiimidazole, CDI 59 % ALIPF225

1eq., 39, 18.3 mmol 1.1 eq., 3.26 g, 20.1 mmol Formula: C41H14N,0
MW: 190.24

Appearance: white powder
mp > 265 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-dj), 5 (ppm): 1.25 (s, 9H, t-Bu), 6.81 (m, 1H, ArH), 6.89 (m, 1H, ArH), 6.95 (m,
1H, ArH), 10.43 (s, 2H, NH).

LC-MS (ESI*): m/z 191 [M+H]"

IR, v (cm™): 1701 (C=0)

Procedure to obtain benzimidazol ALIPF226.

A solution of ALIPF225 (1 eq., 2.05 g, 10.8 mmol) in POCI; (30 mL) was stirred overnight at 95 °C.
Toluene was added to the reaction mixture and it was concentrated in vacuo. Water was added to the
resulting oil, and the suspension was extracted with EtOAc. The organic layers were gathered together,
washed with 10% K,COs;, dried over MgSQy,, filtered, and concentrated in vacuo. Diethyl ether was added
to the residue to yield a powder which was recovered by filtration and dried over P,Os.

5-(tert-butyl)-2-chloro-2,3-dihydro-1H-benzo|[d]imidazole, ALIPF226

H H
N N
)<©[N>=° BN )<©[N/>~CI

H 95°C,12h
ALIPF225 82 % ALIPF226
1eq., 39, 18.3 mmol Formula: C11H43CIN,
Mw: 208.69

Appearance: white powder
mp =196 — 198 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.32 (s, 9H, t-Bu), 7.29 (m, 1H, ArH), 7.41 (m, 2H, ArH), 13.04
(bs, 1H, NH)

LC-MS (ESI’): m/z 210 [M+H]"
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Procedure to obtain amines ALIPF230, 290. |

A mixture of ALIPF226 (1 eq.), the corresponding amine (1.5 eq.) and DIEA (2 eq.) in EtOH (gsp 0.5 M)
was stirred for 50 minutes in a microwave reactor, at 175 °C, at 100 W. The reaction mixture was
concentrated in vacuo and the residue was suspended in TFA (30 eq.). After stirring at room temperature
for 4 hours, the solvent was removed in vacuo. 10% NaOH was added to the residue at 0 °C and the
mixture was stirred for 2 hours. The aqueous layer was extracted three times with CH,Cl,. The organic
layers were gathered together, dried over CaCl,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was
purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, — CH;OH/ammonia, 9 : 1). The oil obtained
was dried over P,0s.

Tert-butyl (2-((5-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)amino)ethyl)carbamate, ALIPF228

N NN 1.TFA, 2h N H
2.10% NaOH, 2 h
S—ci o+ HZN/\/NHBoc DIEA SN NHBoc o Nai \>/N\/\NH2
N RT
N

v N N
EtOH, 175 °C, 100 W, 50 min H H
ALIPF226 N-Boc-1,2-ethylenediamine ALIPF228 4% ALIPF230
1eq., 144 mg, 0.69 mmol 1.5 eq., 0.163 mL, 1.04 mmol Formula: C4gH2gN4O; Formula: C13HpoN,
MW: 332.44 MW: 232.32

Appearance: white powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), § (ppm): 1.28 (s, 9H, t-Bu), 1.32 (s, 9H, O-t-Bu), 3.13 (m, 2H, CH,), 3.2
(m, 2H, CH,), 6.41 (s, 1H, NH-Boc), 6.92 (m, 3H, NH-Ar, ArH), 7.10 (m, 1H, ArH), 10.57(bs, 1H, NH)

LC-MS (ESI*): m/z 333 [M+H]"

IR, v' (cm™): 3327 (NH)

N1—(5—(tert—butyl)-1 H-benzo[d]imidazol-2-yl)ethane-1,2-diamine, ALIPF230
Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.28 (s, 9H, t-Bu), 3.10 (m, 2H, CH,), 3.31 (m, 2H, CH,), 6.72 (m,
1H, ArH), 7.05 (m, 1H, ArH), 7.16 (m, 1H, ArH)

LC-MS (ESI'): m/z 233 [M+H]"
N1—(5—(tert—butyl)-1 H-benzo[d]imidazol-2-yl)propane-1,3-diamine, ALIPF290

N N H 1.TFA, 2h H
/k©: S—cl +  HN_~_NHBoc DIEA )<©: \>/N\/\/NHB°C 2.10% NaOH, 2 h \>/N\/\/NH2

N N

N N RT

EtOH, 175 °C, 100 W, 50 min

z

Iz

ALIPF226 N-Boc-1,3-propylenediamine 70% ALIPF290
1 eq., 532 mg, 2.55 mmol 2 eq., 890 pL, 5.1 mmol Formula: Cq4H2oN,4
MW: 246.35

Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 1.28 (s, 9H, t-Bu), 1.62 (m, 2H, CH,), 2.61 (m, 2H, CH,-NH.),
3.31 (m, 2H, CH,-NH), 6.88 (m, 1H,ArH), 6.99 (m, 1H, ArH), 7.11 (m,1H, ArH)

LC-MS (ESI"): m/z 247 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 3235 (NH)
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General procedure to obtain amides ALIPF194, 197, 198, 199, 201, 200, 277, 242, 211, 244, 292, 240,
233, 269, 283, 273, 271, 275, 284

A solution of the corresponding amine (1 — 1.6 eq.) in DMF was added to a mixture of the corresponding
carboxylic acid (1 — 1.2 eq.), DIEA (4 eq.), HOBt (0.5 eq.), and HBTU (1.5 eq.) in DMF, previously stirred
for 20 minutes. After stirring overnight at RT, the reaction mixture was concentrated in vacuo. 10% NaOH
was added to the residue, and the aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic
layers were gathered together, dried over MgSQy, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was
purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, - CH;OH/ammonia, 95 : 5). The corresponding
fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield a powder
which was recovered by filtration and dried over P,0s.

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)benzamide,
ALIPF194

NH, /"ﬂ"z
A .2 HCI o NTSN
N| N HLN L HOB, HBTU, DIEA | H 9
B ] }
/I\/kN OH + \/\N N _— MN N\/\ /U\
N H H NN

DMF, RT, 12 h H H
° 43 % ©
0
ALIPF193 ALIPF145 ALIPF194
1 eq., 500 mg, 1.58 mmol 1 eq., 370 mg, 1.58 mmol Formula: Cy5H31N;O,
MW: 461.56

Appearance: white powder

mp =177 -179 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 2.16 (s, 3H, CH3), 3.29 (m, 2H, CH,), 3.34 (m,
2H, CH,), 6.00 (s, 1H, ArH), 6.31 (m, 1H, NH), 6.81 (bs, 2H, NH,), 7.34 (m, 4H, ArH), 7.40 (m, 1H, ArH),
7.49 (m, 1H, ArH), 7.95 (s, 1H, ArH), 8.04 (m, 1H, ArH), 8.52 (m, 1H, NH), 8.55 (s, 1H, NH), 9.75 (bs, 1H,
NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 21.9, 31.7, 34.2, 96.2, 118.0, 119.8, 121.5, 123.3, 125.6, 129.0,
135.6, 138.3, 140.2, 143.7, 156.0, 160.4, 161.9, 166.8

LC-MS (APCI"): m/z 462 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CysH3,N;O, [M+H]" 462.2612, found 462.2594

IR, v (cm™): 1632 (C=0), 1651 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)benzamide,
ALIPF197

NHy NHz
A 2HCI  HN R H NTXN
NTSN :
P ~ e N HOBt, HBTU, DIEA M N H o H
Ay OH s —_— N NN
N DMF, RT, 12 h H e
© 68 % N °
ALIPF193 ALIPF154 ALIPF197
1 eq., 286 mg, 0.902 mmol 1.2 eq., 270 mg, 1.08 mmol Formula: CpgH33N;0,

MW: 475.59
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Appearance: white powder

mp =220 - 222 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.65 (m, 2H, CH,), 2.10 (s, 3H, CH3), 3.12 (m,
2H, CH,), 3.36 (m, 2H, CHy), 5.90 (s, 1H, ArH), 6.15 (m, 1H, NH), 6.29 (bs, 2H, NH), 7.27 (m, 4H, ArH),

7.39 (m, 2H, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH), 8.06 (m, 1H, ArH), 8.40 (m, 1H, NH), 8.42 (bs, 1H, NH), 9.26 (bs,
1H, NH)

C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 23.3, 30.5, 31.7, 34.2, 37.2, 95.6, 119.0, 120.5, 122.6, 125.6,
129.0, 135.7, 138.3, 141.0, 143.6, 155.9, 161.8, 162.4, 164.4, 166.8, 180.0

LC-MS (APCI"): m/z 476 [M+H]"
HRMS (ESI): m/z calculated CysH34N;O, [M+H]* 476.2768, found 476.2770
IR, v (cm™): 1625 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)-N-
isopropylbenzamide, ALIPF198

)N\H ’ /©J< )’\T ‘
-2 HCl NN N
X N i-Pr lo)
HOBt, HBTU, DIEA | U
/ \( \/\N/U\ MN/@(NV\N/U\N/Q/k
DMF, RT, 12 h H N N
0]
90 %
ALIPF193 ALIPF140 ALIPF198
1 eq., 500 mg, 1.58 mmol 1.2 eq., 524 mg, 1.89 mmol Formula: CogH37N;0,
MW: 503.64

Appearance: white powder

mp =208 — 210 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.11 (m, 6H, i-Pr), 1.22 (s, 9H, {-Bu), 2.12 (s, 3H, CHj3), 3.32 (m,
4H, CH,), 3.87 (m, 1H, CH), 5.92 (s, 1H, ArH), 6.27 (m, 1H, NH), 6.46 (bs, 2H, NH,), 6.94 (m, 1H, ArH),
7.20 (m, 5H, ArH), 7.55 (m, 1H, ArH), 7.85 (m, 1H, ArH), 8.44 (bs, 1H, NH), 9.37 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 21.0, 22.9, 31.7, 34.2, 50.3, 95.8, 117.4, 118.1, 119.9, 120.6,
125.6, 129.3, 138.3, 140.7, 143.7, 155.9, 161.8, 163.4, 171.0, 179.8

LC-MS (APCI*): m/z 504 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C,gH3gN;O, [M+H]" 504.3078, found 504.3078
IR, v’ (cm™): 1660 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-N-
isopropylbenzamide, ALIPF199

NH> NH;
A 210l 0 o -
I /L Py HOBt, HBTU, DIEA /H\)\ ol
/I\%N OH NS Ny e e e AN

H H
N N N
N H H H DMF, RT, 12 h H e \ﬂ/
(e] [e) o)
ALIPF193 ALIPF139 ALIPF199

1 eq., 500 mg, 1.58 mmol 1.2 eq., 551 mg, 1.89 mmol Formula: CygH3gN;0,
MW: 517.67

z
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Appearance: white powder

mp =154 - 156 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dq), & (ppm): 1.08 (m, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.75 (m, 2H, CH,), 2.12 (s,
3H, CHj3), 2.55 (m, 2H, CH,-NH), 3.15 (m, 2H, CH>-N), 3.88 (m, 1H, CH), 5.94 (s, 1H, ArH), 6.14 (m, 1H,
NH), 6.24 (bs, 2H, NH,), 6.86 (m, 1H, ArH), 7.27 (m, 5H, ArH), 7.46 (m, 1H, ArH), 7.90 (m, 1H, ArH), 8.38
(bs, 1H, NH), 9.18 (bs, 1H, NH)

C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 21.1, 23.4, 31.7, 34.2, 37.6, 50.2, 95.68, 116.9, 118.0, 119.3,
120.2, 125.6, 129.3, 138.4, 141.0, 143.6, 155.8, 161.8, 162.5, 164.5, 170.7

LC-MS (APCI"): m/z 518 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CygH4oN;O, [M+H]" 518.3238, found 518.3237
IR, v (cm™): 1659 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yl)propyl)benzamide, ALIPF201

<0

NH, NH
N)%N .2HCl . " NKN N
HOBt, HBTU, DIEA |

H N DMF, RT, 12h H N
o o
13 %
ALIPF193 ALIPF190 ALIPF201
1 eq., 329 mg, 1.04 mmol 1 eq., 240 mg, 1.04 mmol Formula: CygH31N;O
MW: 457.57

Appearance: white powder

mp =201 -203 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 2.01 (m, 2H, CH,), 2.08 (s, 3H, CH3), 2.85 (m,
2H, CH,-Ar), 3.35 (m, 2H, CH,-N), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.16 (bs, 2H, NH,), 7.18 (m, 1H, ArH), 7.35 (m, 4H,
ArH), 7.88 (m, 1H, ArH), 8.08 (m, 1H, ArH), 8.56 (m, 1H, NH), 9.14 (bs, 1H, NH), 12.04 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 23.8, 26.7, 27.9, 32.2, 34.8, 95.4, 118.8, 119.4, 120.2, 122.4,
128.9, 135.7, 141.3, 144.3, 155.0, 161.8, 163.1, 165.4, 166.9, 180.0

LC-MS (APCI"): m/z 458 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CysH3,N;O [M+H]" 458.2662, found 458.2636
IR, v (cm™): 1572 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(4-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)benzamide,
ALIPF200

NH, NH;
N

H
NN . 2 HCI N NTSN
MN oH HzN\/\/\(’}‘A®>< HOBt, HBTU, DIEA MN H H
N - = N \/\/\(
o DMF, RT, 12 h o N\ >: ) :
ALIPF193 ALIPF188 ALIPF200

1 eq., 500 mg, 1.58 mmol 1 eq., 386 mg, 1.58 mmol Formula: Cp7H33N;0
MW: 471.60
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Appearance: white powder

mp =137-139 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.33 (s, 9H, t-Bu), 1.58 (m, 2H, CH,), 1.81 (m, 2H, CH,), 2.10 (s,
3H, CHj3), 2.83 (m, 2H, CH»-Ar), 3.29 (m, 2H, CH,-N), 5.89 (s, 1H, ArH), 6.18 (bs, 2H, NH,), 7.17 (m, 1H,
ArH), 7.20 (m, 4H, ArH), 7.85 (s, 1H, ArH), 8.10 (m, 1H, ArH), 8.39 (m, 1H, NH), 9.14 (bs, 1H, NH), 12.01
(bs, 1H, NH)

C NMR (75 MHz, DMSO-d;), § (ppm): 23.8, 25.5, 28.6, 29.2, 32.2, 34.8, 95.4, 118.8, 119.3, 120.2,
122.4,128.9, 135.8, 141.2, 144.2, 155.2, 161.8, 163.1, 165.4, 166.7

LC-MS (APCI"): m/z 472 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C,7H3,N;O [M+H]"472.2819, found 472.2798

IR, v (cm™): 1571 (C=0)

N-(4-(1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)-3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)benzamide, ALIPF277

NH; NH,
N)§N -2 HCI N)§N
HN H
)l\/\N oH HQNM@ HOBY, HBTU, DIEA MN i\ R
H N DMF, RT, 12 h H \/\/\W
[¢] o N
69 %
ALIPF193 ALIPF272 ALIPF277
1.2 eq., 402 mg, 1.27 mmol 1 eq., 200 mg, 1.06 mmol Formula: Co3Hy5N,0

MW: 415.49
Appearance: white powder
mp =245 -247 °C
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.59 (m, 2H, CH,), 1.83 (m, 2H, CHy), 2.09 (s, 3H, CH,), 2.85 (m,
2H, CH,-Ar), 3.31 (m, 2H, CH,-N), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.14 (bs, 2H, NH,), 7.11 (m, 2H, ArH), 7.35 (m, 3H,
ArH), 7.50 (m, 1H, ArH), 7.84 (s, 1H, ArH), 8.10 (m, 1H, ArH), 8.39 (m, 1H, NH), 9.11 (s, 1H, NH), 12.16
(s, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 23.9, 25.5, 28.6, 29.2, 39.9, 95.3, 118.5, 118.8, 120.1, 121.2,
121.7,122.3,128.9, 135.7, 141.3, 155.4, 161.8, 163.3, 165.7, 166.7

LC-MS (ESI’): m/z 416 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated Cy3H,6N;O [M+H]" 416.2193, found 416.2164
IR, v (cm™): 1569 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(5-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yl)pentyl)benzamide, ALIPF242

NH, NH;
Ay 2k B
| HN HN N HN
)\/K OH HOBt, HBTU, DIEA M H
N * N — N N\/\/\/L\
H 5 N N

DMF, RT, 12 h N
31% 0
ALIPF193 ALIPF241 ALIPF242
1 eq., 110 mg, 0.347 mmol 1 eq., 90 mg, 0.347 mmol Formula: CagH3sN7O
MW: 485.62
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Appearance: white powder

mp =150 - 152 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.36 (m, 2H, CH,), 1.57 (m, 2H, CH,), 1.78 (m,
2H, CHy), 2.09 (s, 3H, CHj3), 2.78 (m, 2H, CH,-Ar), 3.25 (m, 2H, CH,-NH), 5.89 (s, 1H, ArH), 6.23 (bs,
2H, NH,), 7.16 (m, 1H, ArH), 7.33 (m, 4H, ArH), 7.85 (s, 1H, ArH), 8.06 (m, 1H, ArH), 8.35 (m, 1H, NH),
9.19 (bs, 1H, NH), 11.92 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dj), 5 (ppm): 23.6, 26.5, 27.8, 28.9, 29.3, 32.2, 34.8, 95.4, 118.9, 119.3, 120.3,
122.4,128.9, 135.8, 141.1, 144.2, 155.3, 161.8, 162.8, 164.9, 166.7

LC-MS (ESI'): m/z 484 [M-H]
HRMS (ESI"): m/z calculated C,gH3sN;O [M+H]" 486.2975, found 486.2955

IR, v (cm™): 1572 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)- -(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)-N.
isopropylbenzamide, ALIPF211
NH, NH,
. 2HCl N/QN i
)\)\ OH _rnosihetu DA M I /©\n/,1‘ H
1 w DMF, RT, 12 h N I \/\/\WN
N
ALIPF193 ALIPF209 20% ALIPF211
1 eq., 275 mg, 0.87 mmol 1 eq., 250 mg, 0.87 mmol Formula: C3oH39N7O
MW: 513.68

Appearance: white powder

mp =130-132°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.31 (m, 6H, i-Pr), 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.65 (m, 2H, CH,), 1.80 (m
2H, CH,), 2.10 (s, 3H, CH3), 2.83 (m, 2H, CH,-Ar), 2.97 (m, 2H, CH,-N), 3.85 (m, 1H, CH), 5.91 (s, 1H,
ArH), 6.34 (bs, 2H, NH,), 6.85 (m, 1H, ArH), 7.38 (m, 1H, ArH), 7.65 (m, 4H, ArH), 7.94 (m, 1H, ArH),
9.30 (bs, 1H, NH), 12.10 (bs, 1H, NH)

(75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 15.63, 21.2, 23.2, 26.0, 28.8, 29.0, 32.2, 34.8, 50.2, 65.3, 95.7, 117.0,
118.2, 119.3, 120.2, 129.2, 137.3, 138.5, 141.0, 144.3, 155.2, 161.8, 162.3, 164.1, 170.5

LC-MS (ESI'): m/z 512 [M-H]
HRMS (ESI"): m/z calculated C3oH4oN;O [M+H]" 514.2388, found 514.3265
IR, U (cm'1): 1571 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-((6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yl)amino)ethyl)benzamide, ALIPF244

NHz NH
)§ - 2HCI JQ
N| N HN N‘ N H H
HzN HOBt, HBTU, DIEA
/I\AN OH + \/\N/Q\N _— = )\/\N N\/\N N
N

%W<

H DMF, RT, 12 h
o H Y H o
ALIPF193 ALIPF230 9% ALIPF244
1 eq., 95.6 mg, 0.301 mmol 1 eq., 70 mg, 0.301 mmol Formula: Cy5H30NgO
MW: 458.56
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Appearance: white powder

mp= 182 - 184 °C

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1.28 (s, 9H, t-Bu), 2.08 (s, 3H, CHs), 3.48 (m, 4H, CH,-NH), 5.88
(s, 1H, ArH), 6.13 (bs, 2H, NH,), 6.70 (m, 1H, NH), 6.90 (m, 1H, ArH), 7.04 (m, 1H, ArH), 7.16 (s, 1H,
ArH), 7.30 (m, 1H, ArH), 7.42 (m, 1H, ArH), 7.89 (m, 1H, ArH), 8.12 (m, 1H, ArH), 8.98 (m, 1H, NH), 9.13
(s, 1H, NH), 10.70 (bs, 1H, NH)

C NMR (75 MHz, DMSO-dy), § (ppm): 23.9, 29.4, 32.3, 34.6, 41.2, 42.0, 95.4, 118.7, 118.8, 120.1,
122.3,128.9, 135.5, 141.3, 141.4, 156.2, 161.7, 161.8, 163.2, 165.6, 166.9, 166.9

LC-MS (ESI'): m/z 457 [M-H]
HRMS (ESI"): m/z calculated C,5H3,NgO [M+H]"459.2615, found 459.2598
IR, v (cm™): 1571 (C=0)

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-((6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yl)Jamino)propyl)benzamide, ALIPF292

NH, NH,
Nl/gN 5 @ HN N)\\N H H
5 @ H
P HoN HOBt, HBTU, DIEA )\/k R N
Sy ONa . NN L “owrrran T 7 YN N
NN ,RT, H l u
0

ALIPF193 ALIPF290 28% ALIPF292
1.2 eq., 216 mg, 0.682 mmol 1 eq., 140 mg, 0.568 mmol Formula: CygH3,NgO
MW: 472.59

Appearance: yellowish powder

mp = 160 — 162 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.27 (s, 9H, t-Bu), 1.79 (m, 2H, CH,), 2.09 (s, 3H, CHj3), 3.35 (m,
4H, CH,), 5.90 (s, 1H, ArH), 6.19 (bs, 2H, NH,), 6.79 (m, 1H, NH), 6.94 (m, 1H, ArH), 7.04 (m, 1H, ArH),
7.14 (m, 1H, ArH), 7.35 (m, 1H, ArH), 7.46 (m, 1H, ArH), 7.93 (m, 1H, ArH), 8.09 (m, 1H, ArH), 8.71 (m,
1H, NH), 9.18 (bs, 1H, NH), 11.02 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 23.7, 30.0, 32.0, 32.1, 32.2, 34.6, 36.8, 95.4, 117.2, 118.9, 120.2,
122.5,128.9, 135.7, 141.3, 142.6, 155.7, 161.8, 163.0, 165.2, 166.8

LC-MS (ESI’): m/z 473 [M+H]"
HRMS (ESI'): m/z calculated CysH3iNgO [M-H] 471.2615, found 471.2594
IR, v (cm™): 1570 (C=0)

Tert-butyl (2-(3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)benzamido)ethyl)carbamate, ALIPF240

NH, NH,
N 2Hel I3 N 0
| HoN J< HOBY, HBTU, DIEA | H )<
)\)\N OH \/\H o —_— " MN N\/\N)ko
H ! DMF, RT, 12 h H ! H
60 %
ALIPF193 tert-butyl (2-aminoethyl)carbamate ALIPF240
1 eq., 700 mg, 2.21 mmol 1eq., 348 pL, 2.21 mmol Formula: C1gHogNgO3

MW: 386.45
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Appearance: beige powder

mp =163 — 165 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d), & (ppm): 1.36 (s, 9H, t-Bu), 2.09 (s, 3H, CHs), 3.09 (m, 2H, CH,), 3.29 (m,
2H, CH,), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.17 (bs, 1H, NH,), 6.90 (m, 1H, NH), 7.34 (m, 2H, ArH), 7.88 (s, 1H, ArH),
8.06 (m, 1H, ArH), 8.33 (m, 1H, NH), 9.14 (bs, 1H, NH)

C NMR (75 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 23.8, 28.6, 78.1, 95.3, 118.8, 120.2, 122.4, 128.8, 135.5, 141.3,
156.2, 161.8, 163.1, 165.4, 166.9

LC-MS (ESI"): m/z 387 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CgH,7NgO3 [M+H]" 387.2139, found 387.2124

IR, v' (cm™): 1642 (C=0), 1687 (C=0)

N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-3-((4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)amino)benzamide, ALIPF233

NH I‘z
NN -3HCI  pN H NTSN
Ll NS \”/N HOBt, HBTU, DIEA PPN H H H
HoN N N OH + o HaN N N N\/\/N N
H i DMF, RT, 12 h H I he
50 % ©
ALIPF231 ALIPF154 ALIPF233

1 eq., 40 mg, 0.112 mmol 1.6 eq., 45 mg, 0.18 mmol Formula: Cy4H31NgO,
MW: 477.56

Appearance: beige powder

mp = 140 - 142 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.65 (m, 2H, CH,), 3.13 (m, 2H, CH,), 3.32 (m,
2H, CH,), 6.15 (m, 1H, NH), 6.56 (bs, 4H, NH,), 7.23 — 7.39 (m, 6H, ArH), 7.98 (m, 2H, ArH), 8.34 (m, 1H,
NH), 8.43 (bs, 1H, NH), 9.13 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 19.2, 30.5, 31.7, 34.2, 37.2, 46.7, 118.0, 119.6, 120.6, 123.1,
125.6, 128.6, 135.6, 138.3, 140.7, 143.6, 155.9, 164.8, 166.0, 167.0

LC-MS (ESI): m/z 476 [M-H]
HRMS (ESI"): m/z calculated CysH3,NoO, [M+H]* 478.2673, found 478.2662

IR, v (cm'1): 1536 (C=0), 1594 (C=0)
5-bromo-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF269

o
H H
HzN N N X [o}
AU e NN
Br s + HOBt, HBTU, DIEA NN
o _ Br H H

OH

DMF, RT, 12 h
5-bromothiophene-2-carboxylic acid ALIPF154 52 9% ALIPF269
1.2 eq., 318 mg, 1.54 mmol 1 eq., 320 mg, 1.28 mmol Formula: C19H24BrN;0,S
MW: 438.38

Appearance: white powder

mp =111-113°C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.64 (tt, °J = 6.3 Hz, 2H, CH,), 3.10 (td, °J =
5.3, 6.3 Hz, 2H, CH,-amide), 3.25 (td, *J = 5.5, 6.3 Hz, 2H, CH,-urea), 6.11 (t, °J = 5.5 Hz, 1H, NHyrea),
7.21 (m, 2H, ArH), 7.28 (m, 3H, ArH), 7.56 (d, °J = 3.9 Hz, 1H, ArH), 8.40 (s, 1H, NH.a), 8.58 (t, °J = 5.3
Hz, 1H, CONH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 30.4, 31.7, 34.2, 37.2, 40.0, 116.9, 117.9, 125.6, 128.9, 131.9,
138.3, 142.3, 143.6, 155.8, 160.5

LC-MS (ESI*): m/z 438 [M+H]" for "°Br, 440 [M+H]" for ®'Br

IR, v (cm™): 1620 (C=0), 1634 (C=0), 3313 (CON-H)

N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF283

o8 s Naa
o
HOBt, HBTU, DIEA )LN )LN

7\ OH )L J\ “\/\N \
NN
OaNT g *HN NN ——————— O § H . N/ N H
) NN DMF, RT, 12h s Y
(o) /N\
5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF145 ALIPF283 ALIPF296
1.2 eq., 423 mg, 2.45 mmol 1 eq., 480 mg, 2.04 mmol Formula: C1gH2oN,048 Formula: C4gH31NsO
MW: 390.46 MW: 333.47
35% 18%

Appearance: yellow powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 3.28 (m, 2H, CH,), 3.34 (m, 2H, CH,), 6.20 (m,
1H, NHyrea), 7-26 (m, 4H, ArH), 7.78 (d, °J = 4.1 Hz, 1H, ArH), 8.14 (d, °J = 4.1 Hz, 1H, ArH), 8.42 (bs, 1H,
NHurea); 9.07 (m, 1H, NHamide)

LC-MS (ESI"): m/z 391 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1649 (C=0), 1710 (C=0)

1-(2-((bis(dimethylamino)methylene)amino)ethyl)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)urea, ALIPF296

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 2.88 (bs, 12H, CHy), 3.24 (m, 4H, CH,), 6.20
(m, 1H, NH), 7.25 (m, 4H, ArH), 8.52 (s, 1H, NH)

LC-MS (ESI’): m/z 334 [M+H]"

IR, ' (cm™): 1658 (C=0)

N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-N-isopropyl-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF273

HOBt, HBTU, DIEA
/ \\ o H N = .
02N Ng + N\/\/ \\g I\ N\/\/ o
O2N S
o)

DMF, RT, 12 h
o \<
. . . 97%
5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF139 ALIPF273
1.2 eq., 224 mg, 1.3 mmol 1 eq., 315 mg, 1.08 mmol Formula: CooH3oN404S
MW: 446.56

Appearance: yellow powder
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mp =84 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.19 (m, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.73 (m, 2H, CH,), 3.09 (m,
2H, CH,), 3.35 (m, 2H, CH,), 4.24 (m, 1H, CH), 6.12 (m, 1H, NHy.a), 7.23 (m, 4H, ArH), 7.40 (m, 1H,
ArH), 8.02 (m, 1H, ArH), 8.34 (bs, 1H, NHyca)

LC-MS (ESI"): m/z 447 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1653 (C=0), 1597 (C=0), 3340 (N-H)

N-(3-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propyl)-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF271

j HOBt, HBTU, DIEA N
R R
O,N A on HN 7\ X =
N~ Ng © RN DMF, RT, 12h 0N N N

S

(o] N
30% [¢]
5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF190 ALIPF271
1.2 eq., 277 mg, 1.6 mmol 1 eq., 309 mg, 1.34 mmol Formula: C4gH3,N403S
MW: 386.47

Appearance: yellow powder

mp =187 -189 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 2.03 (tt, °J = 6.8, 7.3 Hz, 2H, CH,), 2.85 (t, °J =
7.3 Hz, 2H, CH,-Ar), 3.35 (td, °J = 5.4, 6.8 Hz, 2H, CH,-NH), 7.17 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH), 7.77
(d, °J = 4.3 Hz, 1H, ArH), 8.11 (d, °J = 4.3 Hz, 1H, ArH), 9.09 (t, °J = 5.4 Hz, 1H, NHamice), 12.07 (bs, 1H,
NHbenz)

LC-MS (ESI*): m/z 387 [M+H]"

IR, v (cm™): 1633 (C=0), 3344 (CON-H)

N-(4-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF275

H H

N N

m \/\/\< HOB, HBTU, DIEA s ‘

OH —— N\/\/\(

0N~ Ng * HN N DMF, RT, 12 h 0N Ng N

0 (¢]
60%
5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF188 ALIPF275
1.2 eq., 372 mg, 2.15 mmol 1 eq., 440 mg, 1.79 mmol Formula: CooHg4N4O3S
MW: 400.49

Appearance: orange powder

mp =125-127 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 1.32 (s, 9H, t-BuS), 1.57 (tt, >J = 7.4 Hz, 2H, CH,), 1.80 (tt, *J=7.4
Hz, 2H, CH,), 2.84 (t, °J = 7.4 Hz, 2H, CH,-Ar), 3.30 (td, °J = 5.3, 7.4 Hz, 2H, CH,-NH), 7.23 (m, 1H, ArH),
7.40 (m, 2H, ArH), 7.76 (d, °J = 4.4 Hz, 1H, ArH), 8.12 (d, °J = 4.4 Hz, 1H, ArH), 8.97 (t, °J = 5.3 Hz, 1H,
NHamige), 12.44 (bs, 1H, NHpen,)

LC-MS (ESI'): m/z 399 [M-H]
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IR, v (cm™): 1631 (C=0)

N-(5-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)pentyl)-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF284

H
N
\

ON /s\ o M@k

HaN
o 2

5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF241

1.2 eq., 215 mg, 1.24 mmol 1 eq., 269 mg, 1.04 mmol

Appearance: orange powder

mp=74-76°C

HOB, HBTU, DIEA " —
_— 7\ K N
DMF, RT, 12 h O2N

42%
ALIPF284
Formula: CpqHysN403S
MW: 414.52

"H NMR (300 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.36 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, CHy), 1.57 (tt, °J = 7.1
Hz, 2H, CHy), 1.7 (tt, °J = 7.1 Hz, 2H, CHy), 2.78 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, CH-A), 3.26 (td, % = 52 7.1 Hz,
2H, CH,-NH), 7.16 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH), 7.75 (d, °J = 4.3 Hz, 1H, ArH), 8.11 (d, °J = 4.3 Hz,
1H, ArH), 8.95 (t, °J = 5.2 Hz, 1H, NHamige), 12.05 (bs, 1H, NHpenz)

LC-MS (ESI): m/z 413 [M-H[

IR, v (cm™): 1632 (C=0)

Procedure to obtain amine ALIPF246

ALIPF240 (1 eq., 465 mg, 1.2 mmol) was suspended in TFA (50.7 eq., 4.53 mL, 61 mmol) and the
mixture was stirred overnight at room temperature. The solvent was removed in vacuo, 10% NaOH was
added to the residue, and it stirred for 2 hours. The aqueous layer was extracted three times with EtOAc.
The organic layers were gathered together, dried over MgSQ,, filtered, and concentrated in vacuo. The
residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, - CH3;OH/ammonia, 9 : 1). The
corresponding fraction was concentrated in vacuo, and the residue was suspended in diethyl ether, to
which 50 pL of 5-6N HCI in isopropanol were added dropwise. After stirring for 20 minutes, the visible
solid was recovered by filtration, washed with diethyl ether, and dried over P,Os.

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-aminoethyl)benzamide trichloride, ALIPF246
1. TFA, 12 h, NH2
2.NaOH, 2 h,

3. HCI, 20 min -3 HCI
N

NH;

NTSN

I
N

ALIPF240
1 eq., 465 mg, 1.2 mmol

Appearance: beige powder

mp =160 - 162 °C

6%

ALIPF246
Formula: C14H51CI3NgO
MW (chloride): 395.72
MW (base): 286.33

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 2.20 (s, 3H, CH3), 2.99 (m, 2H, CH,), 3.52 (m, 2H, CH,), 6.06 (s,
1H, ArH), 7.15 (bs, 3H, NH;"), 7.41 (m, 1H, ArH), 7.58 (m, 1H, ArH), 8.00 (m, 5H, ArH, NH;"), 8.69 (m,

1H, CONH), 10.07 (bs, 2H, NH,")
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3C NMR (75 MHz, DMSO-dp), 5 (ppm): 21.0, 37.6, 95.5, 120.2, 122.3, 123.9, 129.1, 135.2, 139.8, 162.0,
167.1

LC-MS (ESI'): m/z 287 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C14H15NgO [M+H]" 287.1614, found 287.1651

IR, v’ (cm™): 1653 (C=0)

General procedure to obtain amides 295, 297, 293, 306, 301 |

A solution of the corresponding amine (1 — 1.6 eq.) in DMF was added to a mixture of the corresponding
carboxylic acid (1 — 1.2 eq.), DIEA (4 eq.), HOBt (0.5 eq.), and HBTU (1 eq.) in DMF, previously stirred for
20 minutes. After stirring overnight at RT, the reaction mixture was concentrated in vacuo. 10% NaOH
was added to the residue, and the aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic
layers were gathered together, dried over MgSQO,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was
purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, - CH;OH/ammonia, 95 : 5). The corresponding
fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield a powder
(except for ALIPF306 that is an oil) which was recovered by filtration and dried over P,0s.

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(4-(6-methoxy-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)benzamide,
ALIPF295

NH NH2
A, o~ By
NS . 2 HCl NN
HN H H
MN oH . N HOB, HBTU, DIEA )\/\LN N N
N N DMF, RT, 12 h N \/\/\W
o N o
\

[¢]
26 %

ALIPF193 ALIPF289 ALIPF295
1.2 eq., 590 mg, 1.86 mmol 1 eq., 340 mg, 1.55 mmol Formula: Co4Hp7N70,
MW: 445.52

Appearance: white powder

mp =142 - 144 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 1.58 (m, 2H, CH,), 1.79 (m, 2H, CH,), 2.09 (s, 3H, CH,), 2.80 (m,
2H, CH,-Ar), 3.31 (m, 2H, CH»-NH), 3.74 (s, 3H, OCH3), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.19 (bs, 2H, NH,), 6.72 (m,
1H, ArH), 6.96 (m, 1H, ArH), 7.32 (m, 3H, ArH), 7.84 (m, 1H, ArH), 8.09 (m, 1H, ArH), 8.39 (m, 1H, NH),
9.16 (s, 1H, NH), 12.00 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 23.8, 25.5, 28.6, 29.2, 55.8, 95.4, 110.6, 112.8, 118.8, 120.3,
122.4,124.5,128.9, 135.7, 141.2, 155.5, 161.8, 163.0, 165.3, 166.7

LC-MS (ESI’): m/z 446 [M+H]"
HRMS (ESI): m/z calculated Cy4H6N;O, [M-H] 444.2142, found 444.2125

IR, v (cm™): 1572 (C=0)
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3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(4-(6-chloro-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)benzamide,
ALIPF297

NHz NH,
N A N - 2 HCl @ N)\N
__HOBt, HBTU, DIEA | R H
)\/kN N\/\/\(N
DMF RT, 12h H \
o N cl
48 %
ALIPF193 ALIPF294 ALIPF297
1.2 eq., 255 mg, 0.805 mmo 1 eq., 150 mg, 0.671 mmol Formula: Cp3H24CIN,O

MW: 449.94
Appearance: white powder
mp =143 - 145 °C
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.58 (m, 2H, CH,), 1.81 (m, 2H, CHy), 2.09 (s, 3H, CHj), 2.49 (m,
2H, CH»-Ar), 3.30 (m, 2H, CH,-NH), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.21 (bs, 2H, NH,), 7.12 (m, 1H, ArH), 7.34 (m, 2H,
ArH), 7.47 (m, 2H, ArH), 7.84 (m, 1H, ArH), 8.08 (m, 1H, ArH), 8.38 (m, 1H, CONH), 9.17 (s, 1H, NH),
12.37 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 23.7, 25.3, 28.6, 29.2, 95.4, 118.0, 118.9, 120.3, 121.7, 122.4,
125.8,128.9, 135.7, 141.1, 157.2, 161.8, 162.9, 165.1, 166.7

LC-MS (ESI"): m/z 450 [M+H]" for *°Cl and 452 [M+H]" for *'Cl

HRMS (ESI"): m/z calculated Cy3H23CIN;O [M+H]" 448.1647, found 448.1633

IR, v (cm™): 1621 (C=0)
3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(4-(6-(trifluoromethyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yhbutyl)benzamide, ALIPF293

NH

)\ CF3
NN . 2HCl N A N
A A S __HOBL HBTU, DIEA __ \A/Y
H N DMF, RT, 12 h
o \z >7
ALIPF193 ALIPF288 37 % ALIPF293
1.2 eq., 295 mg, 0.933 mmol 1 eq., 200 mg, 0.777 mmol Formula: Ca4H24F3N70

MW: 483.49
Appearance: white powder
mp =176-178 °C
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.59 (m, 2H, CH,), 1.84 (m, 2H, CH,), 2.10 (s, 3H, CHj3), 2.90 (m,
2H, CH»>-Ar), 3.29 (m, 2H, CH,-NH), 5.90 (s, 1H, ArH), 6.33 (bs, 2H, NH,), 7.34 (m, 2H, ArH), 7.44 (m, 1H,
ArH), 7.60 (m, 1H, ArH), 7.70 (s, 1H, ArH), 7.84 (m, 1H, ArH), 8.07 (m, 1H, ArH), 8.39 (m, 1H, NH), 9.27
(s, 1H, NH), 12.63 (s, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-de), & (ppm): 23.2, 25.3, 28.6, 29.2, 95.6, 112.0, 115.7, 118.6, 119.1, 120.6,
122.6, 128.9, 135.8, 140.9, 161.8, 162.3, 164.1, 166.7

LC-MS (ESI"): m/z 484 [M+H]"
HRMS (ESI'): m/z calculated Cy4H23F3N70 [M-H] 482.1910, found 482.1886

IR, v (cm™): 1572 (C=0)
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N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF306

HOBt, HBTU, DIEA
7\ oH N L bt T H
ON"Ng N HN— ™ \‘g T\ N7 o)

DMF, RT, 12 h O,N
(@) ? s o
. . . 80%
5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF154 ALIPF306
1.2 eq., 0.843 g, 4.87 mmol 1eq., 1.01 g, 4.06 mmol Formula: C4gHp4N40,4S
MW: 404.48

Appearance: yellow oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.68 (m, 2H, CH,), 3.13 (m, 2H, CH,), 3.30 (m,
2H, CH,), 6.12 (m, 1H, NHyea), 7.24 (M, 4H, ArH), 7.77 (d, °J = 4.3 Hz, 1H, ArH), 8.12 (d, °J = 4.3 Hz, 1H,
ArH), 8.39 (bs, 1H, NHca), 8.99 (m, 1H, NHmide)

LC-MS (ESI"): m/z 405 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1598 (C=0), 1650 (C=0), 3311 (N-H)

N-(3-((6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)amino)propyl)-5-nitrothiophene-2-carboxamide, ALIPF301

o
M HOB, HBTU, DIEA “ HN@L
OH HN _—
0N"Ng * HQN/\/\N/<\ DMF, RT, 12 h \ d ”/\/\N/Q\N
N
0 NN

50% ON
5-nitrothiophene-2-carboxylic acid ALIPF290 ALIPF301
1.2 eq., 391 mg, 2.26 mmol 1 eq., 464 mg, 1.88 mmol Formula: C19Hp3N503S
MW: 401.48

Appearance: brownish powder

mp =181-183 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.30 (s, 9H, t-Bu), 1.88 (m, 2H, CH,), 2.90 (m, 2H, CH,-CONH),
3.34 (m, 2H, CH»-NHAr), 7.25 (m, 3H, ArH), 7.81 (m, 1H, ArH), 8.14 (m, 1H, ArH), 8.55 (bs, 1H, NH-Ar),
9.11 (m, 1H, NHamige), 12.29 (bs, 1H, NHyen,)

LC-MS (ESI'): m/z 402 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1628 (C=0)

General procedure to obtain amides ALIPF205, 202, 203. |

A mixture of ALIPF196 (1 eq.), the corresponding amine (1 eq.), HOBt (1.5 eq.), EDCI (2.5 eq.), and
DIEA (4.5 eq.) in DMF was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was concentrated
in vacuo and 2N NaOH was added to the residue. The aqueous layer was extracted three times with
EtOAc. The organic layers were gathered together, dried over MgSQ,, filtered, and concentrated in
vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, — CH;OH/ammonia,
95 : 5). The corresponding fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry
residue to yield a powder which was recovered by filtration and dried over P,Os.
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5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)-2-
hydroxybenzamide, ALIPF205

NH2 NH
N)*N OH . 2Hal /@/l< N/gN ot o
HoN /U\ HOBt, EDCI, DIEA L H
N OH . \/\ MN N\/\N/U\N
H DMF, RT, 12 h N

5

A
=
H
H
[e]
20% °
ALIPF196 ALIPF145 ALIPF205
1 eq., 492 mg, 1.48 mmol 1 eq., 348 mg, 1.48 mmol Formula: Cy5H31N;O3
MW: 477.56

Appearance: white powder

mp =228 — 230 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.22 (s, 9H, t-Bu), 2.12 (s, 3H, CH3), 3.35 (m, 4H, CH,), 5.87 (s,
1H, ArH), 6.34 (bs, 1H, NH), 6.61 (bs, 2H, NH), 6.90 (m, 1H, ArH), 7.20 (m, 4H, ArH), 7.57 (m, 1H, ArH),
7.96 (s, 1H, ArH), 8.55 (bs, 1H, NH), 8.80 (bs, 1H, NH), 9.33 (bs, 1H, NH), 12.19 (bs, 1H, OH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 22.2, 31.7, 34.2, 95.0, 116.0, 117.9, 118.1, 121.9, 125.6, 128.6,
131.1,138.2, 143.7, 156.1, 160.9, 161.2, 161.4, 162.4, 168.8

LC-MS (APCI"): m/z 478 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CysH3,N;05 [M+H]" 478.2561, found 478.2545
IR, v (cm™): 1651 (C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)-2-hydroxy-N-
isopropylbenzamide, ALIPF202

\N OH 2 Hcl /@/k NTSN M pr o
HOBt, EDCI, DIEA {
)\/k OH \r \/\N/U\ MN N\/\ )J\N

N

T oM RT 120 H NN
o) (o)
13%
ALIPF196 ALIPF140 ALIPF202
1 eq., 228 mg, 0.685 mmol 1 eq., 190 mg, 0.685 mmol Formula: CzgH37N703
MW: 519.64

Appearance: white powder

mp = 166 — 168 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 1.12 (m, 6H, i-Pr), 1.24 (s, 9H, t-Bu), 2.09 (s, 3H, CH;), 3.32 (m,
4H, CH,), 3.77 (m, 1H, CH), 5.75 (s, 1H, ArH), 5.97 (bs, 2H, NH,), 6.29 (m, 1H, NH), 6.80 (m, 1H, ArH),
7.20 (m, 5H, ArH), 7.52 (m, 1H, ArH), 8.48 (bs, 1H, NH), 8.68 (bs, 1H, OH), 9.39 (m, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 21.2, 23.9, 31.7, 34.2, 49.9, 94.3, 116.1, 118.1, 119.9, 122.8,
125.6, 132.6, 138.2, 143.7, 155.9, 162.1, 163.3, 165.2

LC-MS (APCI*): m/z 520 [M+H]"
HRMS (ESI’): m/z calculated C,gH3gN;O5 [M+H]" 520.3030, found 520.3034

IR, v’ (cm™): 1582 (C=0), 1649 (C=0)
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5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propyl)-2-

hydroxybenzamide, ALIPF203

H
o

ALIPF196 ALIPF190
1eq., 151 mg, 0.454 mmol

Appearance: white powder

mp =178 - 180 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.30 (s, 9H, t-Bu), 1.91 (m, 2H, CH,), 2.06 (s, 3H, CH3), 2.86 (m,
2H, CH,-Ar), 3.34 (m, 2H, CH,-NH), 5.76 (s, 1H, ArH), 6.10 (bs, 2H, NH,), 6.86 (m, 1H, ArH), 7.19 (m, 1H,
ArH), 7.37 (m, 2H, ArH), 7.60 (m, 1H, ArH), 7.92 (m, 1H, ArH), 8.80 (bs, 1H, OH), 8.87 (m, 1H, NH),

12.09 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz,DMSO-dp), & (ppm): 23.6, 26.6, 27.7, 32.1, 34.8, 94.3, 116.0, 117.7, 119.3, 121.4,

NH,
Nng OH 2 Hcl N N
2
/K/kN OH . MN

1 eq., 105 mg, 0,454 mmol

NH,
/k OH
NTON W HN
HOB, EDCI, DIEA
T —— )\)\N N\/\/L\
DMF, RT, 12h H
M %
ALIPF203

Formula: CygH31N70,
MW: 473.57

128.3, 131.8, 144.3, 154.8, 155.6, 162.4, 163.0, 164.8, 168.8

LC-MS (APCI'): m/z 474 [M+H]"

HRMS (ESI"): m/z calculated CygH3,N;0, [M+H]"474.2612 found 474.2586

IR, v (cm™): 1584 (C=0)

Procedure to obtain amide ALIPF207

A mixture of ALIPF196 (1 eq., 571 mg, 1.72 mmol), ALIPF139 (1 eq., 500 mg, 1.72 mmol), PYBOP (1.2
eq., 1.071 g, 2.06 mmol), and DIEA (4 eq., 1.13 mL, 6.86 mmol) in DMF (10 mL) was stirred 48 hours at
room temperature. The reaction mixture was concentrated in vacuo and 2N NaOH was added to the
residue. The aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered
together, dried over MgSQO,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by column
chromatography over silica gel (CH,Cl, — CH;OH/ammonia, 98 : 2). The corresponding fraction was
concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield a powder which was

recovered by filtration and dried over P,0s.

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-2-hydroxy-N-

isopropylbenzamide, ALIPF207

NH,
N/gN OH . 2Hc o /@/k
; Py

MN OH . N/\/\N/U\N

H H H H

o
ALIPF196
1 eq., 571 mg, 1.72 mmol

ALIPF139
1 eq., 500 mg, 1.72 mmol

Appearance: white powder

mp =179-181°C

NH;

A

N

(e}
ALIPF207
Formula: CygH39N;O3
MW: 533.67

N OH i pr
PYBOP, DIEA I | H o n
_ > /,\/\N N~ NN
DMF, RT, 48 h H e \©\f/
o
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'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.10 (m, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.74 (m, 2H, CH,), 2.18 (s,
3H, CHa), 3.14 (m, 2H, CH,-NH), 3.39 (m, 2H, CH,-N), 3.75 (m, 1H, CH), 5.92 (s, 1H, ArH), 6.17 (m, 1H,
NH), 6.85 (m, 1H, ArH), 7.22 (m, 7H, ArH, NH,), 7.56 (m, 1H, ArH), 8.40 (bs, 1H, NH), 9.67 (bs, 1H, OH),
9.80 (bs, 1H, NH)

3¢ NMR (75 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 20.2, 21.3, 31.7, 34.2, 37.6, 37.9, 50.1, 96.1, 116.2, 117.9, 121.2,
124.1, 125.6, 130.5, 138.4, 143.6, 150.3, 155.8, 157.9, 162.1, 168.1

LC-MS (APCI"): m/z 534 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CygH4oN705 [M+H]" 534.3187, found 534.3163

IR, v (cm™): 1657 (C=0)

General procedure to obtain amides ALIPF213, 229.

A solution of ALIPF196 (1 eq.) in SOCI, (40 eq.) was refluxed overnight. The solvent was removed in
vacuo. Triethylamine (1.5 eq.) and dry CH,CI, (to give a 0.1 M solution) were added to the residue under
nitrogen. The corresponding amine suspended in dry CH,Cl, was added to the previous mixture, and it
was stirred overnight at room temperature. After removing the solvent in vacuo, water was added to the
residue, and the aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered
together, washed with 10% K,COs;, dried over MgSQ,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue
was purified by column chromatography over silica gel (CH.Cl, - CH3;OH/ammonia, 95 : 5). The
corresponding fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield
a powder which was recovered by filtration and dried over P,Os.

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(4-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)-2-
hydroxybenzamide, ALIPF213

NH2 NH,

"
N/gN OH 2 Hc MN 1. SOCl, reflux, 12 h NI/gN OH

"

MN oH , N Q‘@x 2. TEA, CH,Clp, RT, 12h )\%N H .

N - = N \/\/\W

ALIPF196 ALIPF188 ALIPF213

1 eq., 300 mg, 0,9 mmol 1 eq., 221 mg, 0.9 mmol Formula: Cp7H33N70,
MW: 487.60

Appearance: beige powder

mp=171-173°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.31 (m, 9H, t-Bu), 1.60 (m, 2H, CH,), 1.80 (m, 2H, CH,), 2.08 (s,
3H, CHj3), 2.82 (m, 2H, CH»-Ar), 3.34 (m, 2H, CH,-N), 5.81 (s, 1H, ArH), 6.43 (bs, 2H, NH,), 6.86 (m, 1H,
ArH), 7.16 (m, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH), 7.55 (m, 1H, ArH), 7.88 (s,1H, ArH), 8.74 (m, 1H, NH), 9.13
(bs, 1H, NH), 12.18 (m, 2H, NH, OH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-de), & (ppm): 22.6, 25.5, 28.6, 28.95 32.2, 34.8, 39.9, 94.8, 116.1, 117.8,
119.3, 121.8, 128.6, 131.2, 144.2, 155.2, 156.0, 161.5, 162.4, 168.6

LC-MS (ESI'): m/z 486 [M-H]
HRMS (ESI"): m/z calculated Cy7H34N;O, [M+H]" 488.2768, found 488.2755

IR, v (cm™): 1653 (C=0)
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5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-2-
hydroxybenzamide, ALIPF229

NH;

/g OH | H H
AT gy R o @; i
N * o N~
o
ALIPF196 ALIPF154 ALIPF229 \©\f/
1 eq., 340 mg, 1,019 mmol 1 eq., 250 mg, 1,01 mmol Formula: CygH33N;03

MW: 491.59
Appearance: white powder
mp =227 - 229 °C
'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.68 (m, 2H, CH,), 2.06 (s, 3H, CH3), 3.14 (m
2H, CH,), 3.34 (m, 2H, CH,), 5.77 (s, 1H, ArH), 6.12 (m, 3H, NH,, NH), 6.86 (m, 1H, ArH), 7.25 (m, 4H,
ArH), 7.57 (m, 1H, ArH), 7.92 (s, 1H, ArH), 8.43 (bs, 1H, NH), 8.73 (m, 1H, NH), 8.83 (bs, 1H, NH), 12.08
(bs, 1H, OH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 23.6, 30.3, 31.7, 34.2, 37.0, 94.3, 116.0, 117.7, 118.0, 121.3,
125.6, 128.2, 131.9, 138.3, 143.6, 155.6, 155.9, 162.4, 162.9, 164.6, 168.7

LC-MS (ESI"): m/z 492 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated CogH34N;0; [M+H]" 492.2717, found 492.2722

IR, v’ (cm™): 1644 (C=0), 1585 (C=0)

Procedure to obtain amine ALIPF206

ALIPF194 (1 eq., 259 mg, 0.561 mmol) suspended in THF (5 mL) was added dropwise via an addition
funnel to a solution of LiAlH, (4 eq., 85.2 mg, 2.24 mmol) in THF (10 mL) at 0 °C under nitrogen, and the
mixture was refluxed during 48 hours. After cooling to room temperature, the reaction was quenched with
0.3 mL of water, then with 0.3 mL of 2N NaOH, and with 0.9 mL of water, and it was stirred for 2 hours.
The precipitate observed was filtered and washed with THF. The resulting filtrate was extracted three
times with EtOAc. The organic layers were gathered together, washed with brine, dried over MgSQOy,,
filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel
(gradient CH,Cl, - CH3;0H/ammonia, 95 : 5 to 90 : 10). The corresponding fraction was concentrated in
vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield a powder which was recovered by filtration
and dried over P,0s.

1-(2-((3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)benzyl)amino)ethyl)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)urea,
ALIPF206

NH, NH;
| H
= THF Ny, reflux, 48 h Z N
wNJL . rfi, M” NN
H H
ALIPF194 ALIPF206
1 eq., 152 mg, 0.329 mmol Formula: Cy5H33N;O

MW: 447.58

Appearance: white powder

mp = 141 -143 °C
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'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 1.23 (s, 3H, CHs), 1.73 (s, 9H, t-Bu), 2.03 (m, 2H, CH,), 2.10 (s,
2H, CH,), 3.47 (m, 2H, CH,), 5.91 (s, 1H, ArH), 6.20 (m, 3H, NH, NH,), 7.37 (m, 5H, ArH), 8.09 (m, 2H,
ArH), 8.25 (m, 1H, ArH), 9.33 (s, 1H, NH), 9.98 (s, 1H, NH)

LC-MS (APCI"): m/z 448 [M+H]"

HRMS (ESI"): m/z calculated C,5H3,N;O [M+H]" 448.2819, found 448.2872

IR, v (cm™): 1576 (C=0)

General procedure to obtain primary alcohols ALIPF208, 223

The corresponding carboxylic acid (1 eq.) suspended in THF was added dropwise via an addition funnel
to a solution of LiAlH, (4 eq.) in THF at 0 °C under nitrogen, and the mixture was stirred 6 hours at room
temperature (or refluxed during 10 hours for ALIPF223). The reaction was quenched with a volume of
water, then with a volume of 2N NaOH, and with 3 volumes of water, and it was stirred for 30 minutes.
The precipitate observed was filtered and washed with THF. The resulting filtrate was concentrated in
vacuo and the residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl, - CH30H, 95 : 5).
The corresponding fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to
yield a powder which was recovered by filtration and dried over P,0s.

(3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)phenyl)metanol, ALIPF208

NH, NH,
NKN LiAlH, NKN
MN on 2HC qHEN, 0-20°C 61 MN oH
H 3 2% H
ALIPF193 ALIPF208
1eq., 3g,9.46 mmol Formula: C15H14N4O
MW: 230.27

Appearance: white powder

mp =159 - 161 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-de), & (ppm): 2.07(s, 3H, CHj), 4.45 (d, °J = 5.4 Hz, 2H, CH,), 5.13 (t,°J = 5.4
Hz, 1H, OH), 5.87 (s, 1H, ArH), 6.10 (bs, 2H, NH,), 6.89 (d, °J = 7.5 Hz, 1H, ArH), 6.89 (dd, °J = 7.5 Hz,
1H, ArH), 7.50 (s, 1H, ArH), 7.66 (d, °J = 7.5 Hz, 1H, ArH), 8.94 (s, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 14.2, 44.5, 107.0, 127.5, 127.9, 129.1, 129.3, 130.2, 136.8,
137.4,147.1, 150.8

LC-MS (ESI): m/z 229 [M-H]
HRMS (ESI*): m/z calculated C,H;sN4O [M+H]*231.1240, found 231.1226
IR, ' (cm™): 3305 (OH)

4-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-2-(hydroxymethyl)phenol, ALIPF223

NH, NH;
N/QN OH LiAIH, N/RN OH
- |
MN/@(OH 2HCl  ThE, N, reflux, 10 h MN/CQOH
H 7% H
o}
ALIPF196 ALIPF223
1eq., 1g, 3 mmol Formula: C4,H14N40,
MW: 246.27

Appearance: white powder
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mp =189-191°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d), 5 (ppm): 2.05(s, 3H, CHj), 4.46 (m, 2H, CH,), 4.96 (m, 1H, OH), 5.77 (s,
1H, ArH), 6.11 (bs, 2H, NH,), 6.68 (m, 1H, ArH), 7.29 (m, 1H, ArH), 7.37 (m, 1H, ArH), 8.76 (bs, 1H,
ArOH), 9.07 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 23.3, 58.6, 94.3, 114.8, 121.0, 121.2, 129.2, 131.9, 150.2, 162.4,
162.5, 163.6

LC-MS (ESI): m/z 245 [M-H]

HRMS (ESI"): m/z calculated C1,H15N,O, [M+H]" 247.1189, found 247.1180

General procedure to obtain aldehyde ALIPF210

DMSO (4.3 eq., 729 mg, 0.663 mL, 9.34 mmol) suspended in CH,Cl, (10 mL) was added dropwise to a
solution of oxalyl chloride (2.3 eq., 2 M in CH,Cl,, 2.5 mL, 4.99 mmol) in CH,Cl, (10 mL) and the solution
was stirred for 5 min at -70 °C under nitrogen. ALIPF208 (1 eq., 500 mg, 2.17 mmol) suspended in
CHCI, (10 mL) was added dropwise to the first solution and the mixture was stirred for 25 min at -70 °C.
TEA (20 eq., 4394 mg, 6.04 mL, 43.4 mmol) was added and the mixture was stirred to RT for 12 hours.
The reaction was quenched with water, and CH,Cl, was removed in vacuo. The aqueous residue was
extracted three times with EtOAc. The resulting aqueous phase was adjusted to pH 10 with 10% K,COs,,
then extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, washed with water,
brine, dried over MgSQ,, filtered, and concentrated in vacuo. The residue was purified by column
chromatography over silica gel (CH,Cl, - CH30H, 9 : 1). The corresponding fraction was concentrated in
vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield a powder which was recovered by filtration
and dried over P,0s.

3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)benzaldehyde, ALIPF210

NH, NH,

/I\L)jN\ @\/ DMSO, oxalyl chloride, TEA N’/gN
= H OH  CH,Clp, N, -70-20°C, 12h MNQ\((H
[e]
ALIPF208 30% ALIPE210
1 eq., 500 mg, 2.17 mmol Formula: C4,H1,N,0

MW: 228.25
Appearance: white powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 2.11 (s, 3H, CHs), 5.90 (s, 1H, ArH), 6.21 (bs, 2H, NH,), 7.46 (m,
2H, ArH), 8.09 (m, 1H, ArH), 8.25 (m, 1H, ArH), 9.29 (bs, 1H, NH), 9.98 (s, 1H, CHO)

LC-MS (ESI'): m/z 227 [M-HJ
IR, ' (cm™): 1690 (C=0)

General procedure to obtain tosyle derivative ALIPF216

ALIPF208 (1 eq., 500 mg, 2.17 mmol), p-toluenesulfonyl chloride (1.1 eq., 455 mg, 2.39 mmol) and
K,CO; (1 eq., 300 mg, 2.17 mmol) were suspended in acetone (30 mL) and the mixture was refluxed
overnight. p-toluenesulfonyl chloride (1.1 eq., 455 mg, 2.39 mmol) was added and the reflux was kept for
4 more hours. The solvent was removed in vacuo and the residue was extracted three times with EtOAc.
The organic layers were gathered together, washed with 10% NaOH, dried over MgSQ,, filtered, and
concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,CI, -
CH3;0H, 9 : 1). The corresponding fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the
dry residue to yield a powder which was recovered by filtration and dried over P,Os.
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3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)Jamino)benzyl 4-methylbenzenesulfonate, ALIPF216

NI SN p-toluenesulfonyle N/gN
)\%N OH chloride, K,CO5 MN oTs
H acetone, reflux, 16 h H
ALIPF208 40% ALIPF216
1 eq., 500 mg, 2.17 mmol Formula: C4gH5oN403S
MW: 384 .45

Appearance: white powder

mp =109 -111 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 2.29 (s, 6H, CHs), 4.78 (s, 2H, CH,), 6.14 (s, 1H, ArH), 7.10 (m,
1H, ArH), 7.23 (m, 1H, ArH), 7.39 (m, 2H, ArH), 7.47 (m, 1H, ArH), 7.80 (m, 3H, ArH), 10.53 (bs, 1H, NH),
12.45 (m, 2H, NH),

LC-MS (ESI"): m/z 383 [M-H]

IR, v (cm™): 1655 (C=0)

General procedure to obtain chloride ALIPF221

ALIPF208 (1 eq., 250 mg, 1.09 mmol) was suspended in SOCI, (3 mL) and the mixture was stirred for 2
hours at room temperature under nitrogen. The mixture was concentrated in vacuo and water was added
to the dry residue. The white precipitate observed was recovered by filtration and dried over P,0s.

N4—(3—(chloromethyl)phenyl)—6—methylpyrimidine—2,4—diamine, ALIPF221

NH

Iy

NH.

lk\N WAy
socl
)\/kN oH ——— MN/Q/Q

N
I
(@]

N Ny, RT,2h N
ALIPF208 9% ALIPF221
1 eq., 250 mg, 1.09 mmol Formula: C1,H43CIN,

MW (chloride): 321,63
MW (base): 248.71

Appearance: white powder
mp > 250 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 2.24 (s, 3H, CHy), 4.77 (s, 2H, CH,), 6.10 (s, 1H, ArH), 7.19 (m,
1H, ArH), 7.36 (m, 1H, ArH), 7.80 (m, 2H, ArH), 10.26 (bs, 2H, NH), 12.69 (m, 1H, NH)

LC-MS (ESI"): m/z 249 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 3304 (NH)

General procedure to obtain amines ALIPF220, 222

A mixture of ALIPF221 (1 eq.), the corresponding amine (1 — 1.5 eq.), and Cs,CO; (1.5 eq.) (and KI (1
eq.) for ALIPF222) in DMF was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was
concentrated in vacuo, and 10% K,CO3; was added to the residue, and the aqueous layer was extracted
three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, dried over MgSQy,, filtered, and
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concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,CI, -
CHs;OH/ammonia, 9 : 1). The corresponding fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was
added to the dry residue to yield a powder which was recovered by filtration and dried over P,Os.

1-(3-((3-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)benzyl)amino)propyl)-3-(4-(tert-butyl)phenyl)urea,
ALIPF220

NH, NH,
A zhd HoN NN Cs,CO N)*N
N N 2 $2003
Ny cl 3 DMF, RT, 12 h N TNy
N H
o)
ALIPF221 ALIPF154 ALIPF220

1 eq., 40 mg, 0.124 mmol 1.5 eq., 46,5 mg, 0,186 mmol Formula: CgH35N70

MW: 461.60
Appearance: beige powder

mp = 101 - 103 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.76 (m, 2H, CH,), 2.08 (s, 3H, CHs), 2.86 (m,
2H, CH,-NH), 3.16 (m, 2H, CH,-NHCO), 3.50 (s, 1H, NH), 4.01 (m, 2H, CH,-NH), 5.90 (s, 1H, ArH), 6.17
(bs, 2H, NH,), 6.30 (m, 1H, NH), 7.03 (m, 1H, ArH), 7.24 (m, 5H, ArH), 7.64 (m, 1H, ArH), 7.87 (m, 1H,
ArH), 8.52 (bs, 1H, NH), 9.10 (m, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 23.9, 28.0, 31.7, 34.4, 36.8, 38.2, 57.5, 70.2, 95.3, 118.1, 119.6,
120.8, 122.6, 125.6, 129.2, 134, 138.2, 144., 145.1, 156.2, 161.9

LC-MS (ESI"): m/z 462 [M+H]"
HRMS (ESI*): m/z calculated CysHagN;O [M+H]" 462.2975, found 462.2948
IR, v (cm™): 1574 (C=0)

I\I4-(3-(((4-(6-(tert-butyl)-1 H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)amino)methyl)phenyl)-6-methylpyrimidine-2,4-
diamine, ALIPF222

NH; NH,

-2 HCI H
| + H NM = |l H
)\/k,\‘ cl z N DMF, RT, 12 h /k/\N N R
ALIPF221 ALIPF188 ALIPF222 N
1 eq., 200 mg, 0.724 mmol 1 eq., 177 mg, 0.724 mmol Formula: Cy7H35N7

MW: 457.61
Appearance: white powder

mp = 104-106 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d), & (ppm): 1.32 (s, 9H, t-Bu), 1.48 (m, 2H, CH5), 1.78 (m, 2H, CH,), 2.06 (s,
3H, CH3), 2.22 (m, 1H, NH), 2.77 (m, 2H, CH,-Ar), 3.55 (m, 2H, CH,-N), 3.64 (s, 2H, CH,-N), 5.86 (s, 1H,
ArH), 6.08 (bs, 2H, NH), 6.89 (m, 1H, ArH), 7.16 (m, 2H, ArH), 7.39 (m, 2H, ArH), 7.48 (m, 1H, ArH),
7.65 (m, 1H, ArH), 8.91 (bs, 1H, NH)

LC-MS (ESI"): m/z 458 [M+H]"

HRMS (ESI"): m/z calculated C,7H3N; [M+H]" 458.3026, found 458.3020
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General procedure to obtain amines ALIPF285, 307, 279, 274, 280, 286, 302

A solution of the corresponding nitro compound (1 eq.) in AcOH was added dropwise via an addition
funnel to a mixture of iron (5 eq.) in AcOH (gsp 0.1 M) at 50 - 60 °C, and it was stirred until the starting
product disappeared (around 2 hours). The reaction mixture was cooled to room temperature, then
diluted with EtOAc, and adjusted to pH 11 with 6N NaOH. The mixture was filtered over celite, and the
layers were separated. The organic layer was washed with H,O and brine, dried over MgSQy, filtered,
and concentrated in vacuo. Diethyl ether was added to the dry residue to give a powder which was
recovered by filtration and dried over P,Os. If necessary, the residue was purified by column
chromatography over silica gel (CH,CIl, - CHz;OH/ammonia, 95 : 5). The corresponding fraction was
concentrated in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to yield a powder which was
recovered by filtration and dried over P,0s.

5-amino-N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF285

)

[N\ N~ N Fe N\ R~n
ONTNg H T T HNT g H
o AcOH, 50-60°C,2h o
ALIPF283 93% ALIPF285
1 eq., 280 mg, 0.717 mmol Formula: C4gH24N40,S
MW: 360.47

Appearance: orange powder
mp =103 - 105 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 3.21 (m, 4H, CH,), 5.80 (d, °J = 4.0 Hz, 1H,
ArH), 6.18 (M, 3H, NHyea, NHy), 7.25 (m, 5H, ArH), 7.98 (m, 1H, NHamice), 8.43 (bs, NHurea)

LC-MS (ESI*): m/z 361 [M+H]"

IR, ' (cm™): 1651 (C=0), 1722 (C=0)

5-amino-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF307

H H
H N H N
N N
B anS,@% e B HW“&©\€

OoN S — = HoN S

o AcOH, 50 - 60 °C, 2 h o

ALIPF306 48% ALIPF307
1eq., 1.32 g, 3.26 mmo Formula: C1gH2eN402S
MW: 374.50

Appearance: yellowish oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-dp), 5(ppm2: 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.58 (tt, °J = 6.3 Hz, 2H, CH,), 3.08 (td, °J =
5.5, 6.3 Hz, 2H, CH,-CONH), 3.19 (td, °J = 5.5, 6.3 Hz, 2H, CH,-NH), 5.80 (d, J=3.9 Hz, 1H, ArH), 6.13
(t, %J=5.5Hz, 1H, NHyrea), 6.17 (bs, 2H, NH,), 7.21 (m, 2H, ArH), 7.25 (d, J=3.9 Hz, 1H, ArH), 7.28 (m,
2H, ArH), 7.90 (t, *J=5.5Hz, 1H, NHamide), 8.43 (bs, 1H, NHyea)

LC-MS (ESI'): m/z 375 [M+H]"

IR, v (cm™): 1655 (C=0), 3315 (NH)
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5-amino-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-N-isopropylthiophene-2-carboxamide, ALIPF279

HoN HoN
A O A0

O2N S ——» HyN S

o AcOH, 50 - 60 °C, 2 h o

ALIPF273 38% ALIPF279
1 eq., 200 mg, 0.448 mmol Formula: Cy,H3oN40,S
MW: 416.58

Appearance: orange powder

mp =96-98 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.17 (d, °J = 6.6 Hz, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.70 (m, 2H,
CHy,), 3.08 (m, 2H, CH,-N), 3.27 (m, 2H, CH,-NH), 4.51 (se?t, ®J = 6.6 Hz, 1H, CH), 5.80 (d, °J = 4.1 Hz,

1H, ArH), 6.12 (M, 1H, NHues), 6.17 (bs, 2H, NH,), 6.95 (d, *J = 4.1 Hz, 1H, ArH), 7.25 (m, 4H, ArH), 8.35
(Sa 1H1 NHurea)

LC-MS (ESI*): m/z 417 [M+H]"

IR, v' (cm™): 1650 (C=0), 1657 (C=0)

5-amino-N-(3-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF274

HN/é i HN/dL
O,N / \ “\/\/‘Q #» HoN 4 \ H\/\/L\

AcOH, 50-60°C,2h

(¢}
ALIPF271 62% ALIPF274
1 eq., 157 mg, 0.406 mmol Formula: C4gH24N40S
MW: 356.49

Appearance: white powder

"H NMR (300 MHz, DMSO-dp), & (ppm): 1.32 (s, 9H, t-Bu), 1.95 (tt, °J = 6.8, 7.2 Hz, 2H, CH,), 2.80 (t, °J =
7.2 Hz, 2H, CH,-Ar), 3.24 (td, °J = 5.7, 6.8 Hz, 2H, CH,-NH), 5.80 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 6.17 (bs, 2H,
NH,), 7.18 (m, 1H, ArH), 7.25 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.32 (m, 1H, ArH), 7.41 (m, 1H, ArH), 8.03 (m,
1H, NHamie), 12.02 (bs, 1H, NHens)

LC-MS (ESI"): m/z 357 [M+H]"

5-amino-N-(4-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF280

H
N\ Ro~"X Fe Iy Ro~"X
0N Ng N ————————— HNT g
o AcOH, 50-60°C,3h o
ALIPF275 539% ALIPF280
1 eq., 370 mg, 0.924 mmol Formula: CyoHz6N,0S
MW: 370.51

Appearance: orange powder
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mp =119 - 121 °C
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 1.31 (s, 9H, +-Bu), 1.49 (m, 2H, CHy), 1.75 (m, 2H, CHy), 2.68 (m,

2H, CHy-Ar), 3.17 (m, 2H, CH;-NH), 5.78 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 6.14 (bs, 2H, NHy), 7.15 (m, 1H, ArH),
7.18 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.33 (m, 2H, ArH), 7.87 (M, 1H, NHomae), 11.99 (bs, 1H, NHoeny)

LC-MS (ESI): m/z 371 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1606 (C=0)

5-amino-N-(5-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)pentyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF286

N . Fe 4 N
O,N N HN"Ng \ N
S ACOH, 50 - 60 °C, 2 h
(0] (o)
ALIPF284 93% ALIPF286
1 eq., 150 mg, 0.362 mmol Formula: Cy1HygN,OS

MW: 384.54

Appearance: brown powder

mp =80 -82 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.25 (m, 2H, CH,), 1.31 (s 9H, t-Bu), 1.49 (m, 2H, CH;), 1.75 (m,
2H, CH,), 2.76 (m, 2H, CH,- Ar) 3.14 (m, 2H, CH,-NH), 5.77 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 6.14 (bs, 2H, NH2)
716(m 1H, ArH), 723 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.36 (m, 2H, ArH), 7.85 (m, 1H NHmide), 11.96 (bs 1H,
NHbenz)

LC-MS (ESI*): m/z 385 [M+H]"

IR, v (cm™): 1606 (C=0)

5-amino-N-(3-((6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)amino)propyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF302

o
N
\ NN /4 AcOH, 50 - 60 °C, 2 h 4 R HAN

O,N H2N

ALIPF301 95% ALIPF302
1eq., 1.32 g, 3.29 mmol Formula: C4gH5N50S
MW: 371.50

Appearance: orange oll

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), gppm) 1.28 (s, 9H, t-Bu), 1.71 (m, 2H, CH,), 3.16 (m, 2H, CH,-CONH),
3.23 (m, 2H, CH,-NHAr), 5.82 (d, °J = 3.9 Hz, 1H, ArH), 618(bs 2H, NH 2), 6.60 (M, 1H, NH -Ar), 6.90 (m,
1H, ArH), 7.02 (m, 1H, ArH), 7.13 (m, 1H, ArH), 7.31 (d, %J = 3.9 Hz, 1H, ArH), 8.51 (m, 1H, NH,mige),
10.71 (bs, 1H, NHyep2)

LC-MS (ESI'): m/z 372 [M+H]"

IR, v (cm™): 1671 (C=0), 3241 (NH)
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General procedure to obtain amines ALIPF287, 308, 281, 276, 282, 291, 303, 309 |

A mixture of 2-amino-4-chloro-6-methylpyrimidine (1.2 - 1.5 eq.), the corresponding amine (1 eq.), and 3
drops of 37% HCI in CH3;0H were stirred for 20 min in a microwave reactor, at 60 ° C, at 100 W. The
solvent was removed in vacuo, 10% K,CO; was added to the residue, and the aqueous layer was
extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, dried over MgSQO,, filtered,
and concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel (CH,Cl; -
CHs;OH/ammonia, 95 : 5). The corresponding fraction was concentrated in vacuo, and diethyl ether was
added to the dry residue to yield a powder which was recovered by filtration and dried over P,Os.

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(2-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)ethyl)thiophene-2-
carboxamide, ALIPF287

NH;
NH; o ©)< N4 o /©)<
A )LN 37% HClga, Q A )LN

H H
N\ N * / \ NN H - NN N
)\)\g HNT" g H CH4OH, 60 ° C, 100 W, 20 min NN H
o o}
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF285 44 % ALIPF287

Formula: Cy3Hp9N70,S

1.2 eq., 109 mg, 0.766 mmol 1 eq., 230 mg, 0.638 mmol
MW: 467.59

Appearance: yellowish powder

mp = 248 — 250 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 2.10 (m, 3H, CHj3), 3.18 (m, 4H, CH,), 5.87 (s,
1H, ArH), 6.19 (bs, 2H, NH,), 6.46 (m, 1H, NH), 6.55 (m, 1H, ArH), 7.26 (m, 4H, ArH), 7.49 (m, 1H, ArH),
8.23 (m, 1H, NH), 8.64 (bs, 1H, NH), 10.41 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 22.4, 31.7, 34.2, 95.5, 111.5, 118.0, 125.6, 126.6, 129.4, 138.3,
139.2, 141.4, 143.7, 146.0, 155.9, 158.8, 160.8, 162.8

LC-MS (ESI’): m/z 468 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C,3H30N;0,S [M+H]* 468.2176, found 468.2163
IR, v (cm™): 1624 (C=0), 1660 (C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)thiophene-2-
carboxamide, ALIPF308

NH,

H
H H N
NH, H N N/g N
N 37% HCloat, N H \\<
H - e . /
A ) A~ ©\g O A~
| CH30H, 60 ° C, 100 W, 20 min N
PO s s
0 24%
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF307 ALIPF308
1.2 eq., 115 mg, 0.801 mmol 1 eq., 250 mg, 0.668 mmol Formula: Cy4H31N;0,S

MW: 481.61
Appearance: white powder
mp =155 -157 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.63 (m, 2H, CH,), 1.98 (m, 3H, CHs), 3.11 (m,
2H, CH,-NHCO), 3.24 (m, 2H, CH,-NHyrea), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.14 (m, 1H, NHuea), 6.23 (bs, 2H, NH,),
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6.57 (d, °J = 4.0 Hz,1H, ArH), 7.27 (m, 4H, ArH), 7.46 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 8.13 (m, 1H, NHamice),
8.42 (bs, 1H, NHyea), 10.37 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 23.9, 30.8, 31.7, 34.2, 36.9, 37.2, 94.8, 110.1, 117.9, 125.6,
126.4, 128.4, 138.4, 143.6, 146.8, 155.8, 158.8, 162.8, 166.1

LC-MS (ESI*): m/z 482 [M+H]"
HRMS (ESI'): m/z calculated C,sH3oN70,S [M-H]J 480.2176, found 480.2139
IR, v (cm™): 1587 (C=0), 1630(C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-N-
isopropylthiophene-2-carboxamide, ALIPF281

NH,

H
H H N

R o ~ A @g

N 37% HClgay, N \\<

/
N)§N . T\ N \\g - M \ N %
| CH30H, 60 ° C, 100 W, 20 min N
)\/\CI HN" g N" s \
0 1%
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF279 ALIPF281
1.5 eq., 36.2 mg, 0.252 mmol 1 eq., 70 mg, 0.168 mmol Formula: C,7H37N;0,S

MW: 523.69

Appearance: yellowish powder

mp = 145 - 147 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 1.19 (d, °J = 6.6 Hz, 6H, i-Pr), 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.73 (m, 2H,
CHy), 2.12 (s, 3H, CHj3), 3.11 (m, 2H, Csz, 3.33 (m, 2H, CH,), 4.49 (m, 1H, CH), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.13
(m, 1H, NH), 6.30 (bs, 2H, NH,), 6.53 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.10 (d, %J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 7.25 (m,
4H, ArH), 8.36 (s, 1H, NH), 10.43 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 21.3, 23.7, 30.9, 31.7, 34.2, 37.5, 39.9, 40.4, 94.8, 109.4, 118.0,
125.6, 126.4, 128.0, 135.1, 138.3, 143.6, 145.5, 155.8, 158.7, 162.5, 164.3

LC-MS (ESI’): m/z 524 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated C,7H3sN;0,S [M+H]" 524.2802, found 524.2782
IR, v’ (cm™): 1542 (C=0), 1586 (C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)propyl)thiophene-
2-carboxamide, ALIPF276

A\

NH;
NH HN ’/\l/<N
N*N n— | H\/\/L\ 7% MOl /§?< M
_— H
O s N -8 N\/\/‘Q
S H s

/U\m CH3OH, 60 ° C, 100 W, 20 min N
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF274 31% ° ALIPF276
1.5 eq., 54.4 mg, 0.379 mmol 1 eq., 90 mg, 0.252 mmol Formula: CpsHpgN,0S
MW: 463.60

Appearance: yellowish powder

mp =179 -181°C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 1.32 (s, 9H, +-Bu), 1.98 (m, 2H, CHy), 2.1 (s, 3H, CHy), .83 (m
2H, CHy), 3.31 (M, 2H, CHy), 5.88 (s, TH, ArH), 6.27 (bs, 2H, NH), 6.57 (D, °J = 3.7 Hz, 1H, ArH), 7.18
(m, 1H, ArH), 7.38 (m, 2H, ArH), 7.48 (d, °J = 3.7 Hz, 1H, ArH), 8.27 (m, 1H, NH), 10.40 (bs, 1H, NH),
12.07 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 23.8, 26.6, 28.2, 32.2, 34.8, 39.9, 94.8, 110.2, 119.3, 126.4,
128.5, 144.3, 146.8, 155.0, 158.8, 165.6, 162.7, 165.8

LC-MS (ESI*): m/z 464 [M+H]"
HRMS (ESI): m/z calculated C4H,sN;0S [M-HJ 462.2070, found 462.2062
IR, v (cm™): 1538 (C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(4-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)butyl)thiophene-
2-carboxamide, ALIPF282

NH,

NH,
N/QN H

N)%N /O\Y( \/\/\(@/% _ TWHCw /k%( /@\WH\/\/\(D/%

)l\fku N s { N

CH30H, 60 ° C, 100 W, 20 min

4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF280 86 % ALIPF282
1.5 eq., 104 mg, 0.729 mmol 1 eq., 180 mg, 0.486 mmol Formula: Cy5H31N;,0S
MW: 477.62

Appearance: yellowish powder

mp =174 - 176 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.54 (m, 2H, CH,), 1.78 (m, 2H, CH,), 2 11 (s,
3H, CHa3), 2.81 (m, 2H, CH,), 3.24 (m, 2H, CH,), 5.88 (s, 1H, ArH) 628 (bs, 2H, NH,), 656 (d, 3 =3. 8
Hz, 1H, ArH), 7.17 (m, 1H, ArH), 7.37 (m, 2H, ArH), 7.46 (d, °J = 3.8 Hz, 1H, ArH) 8.11 (m, 1H, NH),
10.39 (bs, 1H, NH), 12.03 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;), & (ppm): 23.7, 25.6, 28.6, 29.5, 32.2, 34.8, 39.9, 94.8, 110.2, 119.3, 126.3,
128.7, 144.2, 146.6, 155.2, 158.8, 162.5, 165.7

LC-MS (ESI’): m/z 478 [M+H]"
HRMS (ESI*): m/z calculated C,sH3,N;0S [M+H]* 478.2383, found 478.2361
IR, v (cm™): 1584 (C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(5-(6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-yl)pentyl)thiophene-
2-carboxamide, ALIPF291

NH,

NH, N%N HN
X " 7 -
NTSN H\/\/\)\\ 37% HClgay /@\WH N

N
H s

AL T A N ST —
Z > A CH3OH, 60 ° C, 100 W, 20 min
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine O ALIPF286 42% ALIPF291
1.5 eq., 72.8 mg, 0.507 mmol 1 eq., 130 mg, 0.338 mmol Formula: CogH33N;0S
MW: 491.65

Appearance: yellowish powder
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mp =171-173 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.31 (s, 9H, t-Bu), 1.54 (m, 2H, CH,), 1.77 (m, 2H, CH,), 2.13 (s,
3H, CH3), 2.78 (m, 2H, CHy), 3.19 (m, 2H, CH,), 3.33 (m, 2H, CH,), 5.90 (s, 1H, ArH), 6.34 (m, 2H, NH,),
6.58 (m, 1H, ArH), 7.18 (m, 1H, ArH), 7.37 (m, 2H, ArH), 7.46 (m, 1H, ArH), 8.10 (m, 1H, NH), 10.44 (m,
1H, NH), 12.06 (bs, 1H, NH)

C NMR (75 MHz, DMSO-d), & (ppm): 23.7, 26.5, 27.8, 28.9, 29.6, 32.2, 34.8, 94.9, 110.5, 113.5, 119.3,
126.3, 144.4, 155.4, 156.6, 158.9, 162.5

LC-MS (ESI*): m/z 492 [M+H]"
HRMS (ESI): m/z calculated CysH3,N,0S [M-H] 490.2383, found 490.2370
IR, v (cm™): 1586 (C=0)

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-N-(3-((6-(tert-butyl)-1H-benzo[d]imidazol-2-
yl)Jamino)propyl)thiophene-2-carboxamide, ALIPF303

o
HoN
NH, o B X HN~d4

N
N)QN N HN 37% HCleay >tN Q)(H/\/\N/Q\
DI O N

N
N

+

N
AL W
T N CH30H, 60 ° C, 100 W, 20 min
2
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF302 7% ALIPF303
1.5 eq., mg, mmol 1eq., mg, mmol Formula: Cy4H3oNgOS
MW: 478.61

Appearance: beige powder

mp =193 -195 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 1.04 (m, 1H, CH,), 1.28 (s, 9H, t-Bu), 1.75 (m, 2H, CH,-CONH),
2.11 (s, 3H, CHj), 3.29 (m, 2H, CH,-NHAr), 5.88 (s, 1H, ArH), 6.23 (m, 2H, NH,), 6.53 (m, 1H, NHAr),
6.59 (d, °J = 4.0 Hz, 1H, ArH), 6.91 (m, 1H, ArH), 7.02 (m, 1H, ArH), 7.14(m, 1H, ArH), 7.53 (d, °J = 4.0
Hz, 1H, ArH), 8.37 (m, 1H, NHamige), 10.40 (m, 1H, NH), 10.60 (m, 1H, NHyen,)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 23.9, 30.3, 32.3, 34.6, 36.6, 46.1, 94.8, 110.0, 116.8, 126.4,
128.5, 142.2, 146.8, 156.2, 158.8, 162.7, 162.8, 166.1

LC-MS (ESI'): m/z 479 [M+H]"

HRMS (ESI"): m/z calculated Cy4H31NgOS [M+H]" 479.2336, found 479.2301

IR, v (cm™): 1635 (C=0)
N-(3-(3-(4-(tert-butyl)phenyl)ureido)propyl)-5-((4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-yl)amino)thiophene-2-

carboxamide, ALIPF318

NH,

H
H L H N
NH, H N N N
N 37% HCleyy, N H \«
H . /
N)§N . A\ N \\g \©\§ - HZN/( L N ™ Y
| CHOH, 60 ° C, 100 W, 40 min NT Ny
" N)\N/)\CI HNT g oS N
g o 1%
6-chloro-1,3,5-triazine-2,4-diamine ALIPF307 ALIPF318
1.7 eq., 106 mg, 0.74 mmoll 1 eq., 163 mg, 0.435 mmol Formula: Cy,H29NgO,S

MW: 483.59
Appearance: white powder

mp = 172 — 174 °C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dp), & (ppm): 1.23 (s, 9H, t-Bu), 1.61 (m, 2H, CH,), 3.10 (m, 2H, CH,-NHCO),
3.24 (m, 2H, CHp-NHyea), 6.34 (bs, 4H, NH,), 6.42 (m, 1H, NHyea), 6.52 (m, 1H, ArH), 7.21 (m, 2H, ArH),
7.30 (m, 2H, ArH), 7.42 (m, 1H, ArH), 8.07 (m, 1H, NHamice), 8.66 (bs, 1H, NHyrea), 10.23 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 31.1, 32.1, 34.6, 37.3, 37.6, 110.6, 118.3, 126.0, 126.8, 139.0,
143.8, 156.3, 163.3, 167.7

LC-MS (ESI*): m/z 484 [MH"]
HRMS (ESI"): m/z calculated CyH3oNgO,S [M+H] ™ 484.2237, found 484.2313

IR, v (cm™): 1596 (C=0), 1635(C=0)

Methyl 5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)Jamino)-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF309

NH,

A Mo oy
~ 37% HCloa, M
NN | _ OTRW AP
)\/\C, | © CHgOH, 60 ° C, 100 W, 20 min H "\l 5
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF304 20% ALIPF309
1.2 eq., 67.1 mg, 0.467 mmol 1 eq., 60 mg, 0.389 mmol Formula: C4,H15N50;
MW: 261.28

Appearance: purple powder
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm):

2.05 (s, 3H, Ar-CHs), 3.72 (s, 3H, CHs), 3.82 (s, 3H, CHy), 5.73 (s, 1H, ArH), 6.10 (bs, 2H, NH,), 6.66 (m,
1H, ArH), 7.62 (m, 1H, ArH), 8.85 (bs, 1H,NH)

LC-MS (ESI'): m/z 262 [M+H]"

IR, v’ (cm™): 1697 (C=0)

General procedure to obtain aminopyrrole ALIPF304

To a solution of iodobenzene diacetate (1.05 eq., 1701 mg, 5.28 mmol) in acetonitrile (40 mL) was added
APTS (1.2 eq., 971 pL, 6.04 mmol) and the resulting suspension was stirred for 5 min at room
temperature. A solution of methyl 1-methyl-1H-pyrrole-2yl-carboxylate (1 eq., 654 pL, 5.03 mmol) in
acetonitrile (10mL) was added to the previous suspension. After 15 min, a solution of NaN; (1.5 eq., 490
mg, 7.55 mmol) in water (5mL) was added, followed by CuCl (0.1 eq., 49.8 mg, 0.503 mmol) was added
to the mixture and the mixture turned into brown. After stirring for 30 minutes, aqueous 20% (NH,4),S (2.5
eq., 3895 pL, 12.6 mmol) was added to the mixtre and it was stirred for 3 hours at room temperature. The
solvent was removed in vacuo, saturated NaHCO3; was added to the residue, and the aqueous layer was
extracted three times with CH,Cl,. The organic layers were gathered together, dried over Na,SO,, filtered,
and concentrated in vacuo. The residue was purified by column chromatography over silica gel (gradient
petroleum spirit — EtOAc, 100-0% to 50 : 50%). The corresponding fractions were concentrated in vacuo
and the dry residues were recovered and dried over CaCl,.
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Methyl 5-amino-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF304

1. Ph(OAG),, PTSA
2.NaN3, CuCl, H,0

T\ o— 3.(NH,),S N\ o— I\ Oo—
B — + N3 N
N HNT N | o)
\ o) CHsCN,RT.,3h | o
methyle 1-méthyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate ALIPF304 ALIP_F31 1
1 eq., 654 uL, 5.03 mmol Formula: C7H1oN;0, Formula: C7HgN40,
a- HL, S MW: 180.16

MW: 154.17

8% 87%
o

Appearance: brown oil

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 2.97 (bs, 2H, NH,), 3.79 (s, 3H, CH3), 3.83 (s, 3H, CHj), 6.38 (d,
1H, °J = 3.0 Hz, H,), 6.47 (d, 1H, °J = 3.0 Hz, H5)

LC-MS (ES*): m/z 155 [M+H]"

Methyl 5-azido-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF311
Appearance: translucent powder
mp =66 — 67 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 3.81 (s, 3H, CHs), 3.92 (s, 3H, CHs), 6.82 (d, °J = 3.0 Hz, H,),
7.01 (d, 1H, °J = 3.0 Hz, Hs)

LC-MS (ES'): m/z 139 [M-Na]"

IR, v (cm™): 1698 (C=0), 2114 (N3)

General procedure to obtain halides ALIPF137, 171, 237, 235

NBS (0.5 eq.) was added to a solution of the corresponding heterocycle (1 eq.) in THF — CH3;0H (1:1, v/v,
gsp 0.1 M) at 0 °C and the mixture was stirred at room temperature. After 2 hours, NBS (0.4 eq.) was
added again to the mixture at 0 °C, and it was stirred at room temperature for 2 hours (10 h for
ALIPF235). The solvent was removed in vacuo, and water was added to the residue. The aqueous layer
was extracted three times with EtOAc. The organic layers were gathered together, washed with water and
brine, dried over MgSO4, filtered, and concentrated in vacuo. Diethyl ether was added to the dry residue
to discard succinimide. The filtrate was concentrated in vacuo, heptane was added to the dry residue, and
the target product was recovered by filtration.

Methyl 4-bromo-3-hydroxy-1H-pyrrole-2-carboxylate, ALIPF137

OH Br OH

I\ o~ NBS 7\ o—
N N
H o THF - CH3OH, (1:1, v/v) Ho 9
methyl 3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate 44% ALIPF137
1 eq., 100 mg, 0.709 mmol Formula: CgHgBrNO3
MW : 220.02

Appearance: orange powder

mp = 115 - 117 °C

215



These : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 3.73 (s, 3H, CH), 6.94 (d, °J = 3.6 Hz, 1H, ArH), 8.69 (m, 1H,
OH), 11.48 (s, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dj), 5 (ppm): 51.1, 86.4, 106.8, 122.5, 147.4, 160.8
LC-MS (APCI*): m/z 217.9 [M+H]" for "°Br, 219.9 [M+H]" for *'Br
HRMS (ESI*): m/z calculated CsH;BrNO;Na [M+Na]" 241.9423, found 241.9421

IR, v (cm™"): 566 (C-Br), 1660 (C=0), 3298(0-H)

Methyl 4-bromo-3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF171
OH

Br. OH
/ \ O— NBS / \ o
N N
| o) THF - CH3OH, (1:1, v/v) \ Py
methyl 3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate 429, ALIPF171
1eq., 1g,6.45 mmol Formula: C;HgBrNO3
MW : 234.05

Appearance: beige powder
mp =94 -96 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 3.69 (s, 3H, CHy), 3.74 (s, 3H, CHy), 7.10 (s, 1H, ArH), 8.61 (m,
1H, OH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), § (ppm): 37.5, 51.2, 83.7, 107.4, 128.0, 148.9, 161.0
LC-MS (APCI*): m/z 233.9 [M+H]" for "°Br, 236.0 [M+H]" for ®'Br
HRMS (ESI): m/z calculated C;H;BrNO; [M-H] 231.9603, found 231.9610

IR, v (cm™"): 588 (C-Br), 1658 (C=0), 3321(0-H)

Methyl 2-bromo-3-oxo-2,3-dihydrothiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF237
OH

o]
/I \_ o— NBS I \B o
S S
o THF - CH30H, (1:1, viv) o)
methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate 55% (brsm) ALIPF237
1 eq., 250 mg, 1.58 mmol Formula: CgHsBrO3S
MW : 237.07

Appearance: purple powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 3.77 (s, 3H, CH3), 6.43 (d, °J = 5.8 Hz, 1H, ArH), 9.01 (d, °J = 5.8
Hz, 1H, ArH)

3¢ NMR (75 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 51.8, 94.7, 121.0, 132.5, 161.7, 163.4
LC-MS (APCI): m/z 235 [M-H] for "°Br, 237 [M-HJ for ®'Br
HRMS (ESI'): m/z calculated CgH,BrO5S [M-H] 234.9059, found 234.9064

IR, v (cm™): 552 (C-Br), 1676, 1745 (C=0)
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Methyl 5-bromothiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF235

I\ O— NBS J \ o
S Br s
o) THF - CH30H, (1:1, viv) Y
methyl 3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate 59% ALIPF235
1eq., 0.5mL, 4.33 mmol Formula: CgHsBrO,S
MW : 221.07

Appearance: white powder

mp =58 - 60 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 3.82 (s, 3H, CH3), 7.30 (d, °J = 3.8 Hz, 1H, ArH), 7.60 (d, °J = 3.8

Hz, 1H, ArH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dj), § (ppm): 52.9, 120.1, 132.5, 134.5, 135, 161.2
LC-MS (APCI'): m/z 219 [M-HJ for "°Br, 221 [M-HJ for ®'Br

HRMS (ESI'): m/z calculated C¢H4BrO,S [M-H]" 220.07, found 220.9258

IR, v (cm™): 739 (C-Br), 1707 (C=0)

Procedure to obtain halide ALIPF141

NBS (1.1 eq., 69.4 mg) and benzoyle peroxyde (0.02 eq., 1.72 mg) were added to a solution of methyle
3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate(1 eq., 50 mg), and the mixture was refluxed for 24 hours. The
solvent was removed in vacuo, and diethyl ether was added to the dry residue to discard succinimide.
The filtrate was concentrated in vacuo and the residue was purified by a preparative-TLC (heptane —

EtOAc, 1:1). The solid obtained was dried over P,0s.
Methyl 4,5-dibromo-3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF141

OH Br, OH

7\ O— NBS, benzoyle peroxyde 7\ O—

N N
H o CH4CN, reflux H o

0% ALIPF141

Formula: CgHsBroNO3
MW : 298.92 g/mol

methyle 3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate

Appearance: white powder

mp =170 - 172 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 3.70 (s, 3H, CH5), 8.58 (s, 1H, OH), 9.38 (s, 1H, NH)
LC-MS (APCI*): m/z 296.8 [M+H]" for °Br, 298.8 [M+H]" for "°Br/*'Br, 300.8 [M+H]" for ®'Br
HRMS (ESI'): m/z calculated CgH4Br,NO3 [M-H] 297.92, found 297.8535

IR, v (cm™): 558, 688 (C-Br), 1722 (C=0), 3393 (O-H)
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Procedure to obtain halide ALIPF161

Phenyltrimethylammonium tribromide (PTAB) (3 eq., 1782 mg, 4.74 mmol) was added to a solution of
methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate (1 eq., 250 mg, 1.58 mmol) in a mixture of CH,Cl,-CH;OH
(1:1, v/v). Then calcium carbonate (4 eq., 632 mg, 6.32 mmol) was added to the mixture and it was stirred
at room temperature for 20 hours. The suspension was filtered, and the filtrate was concentrated in
vacuo. EtOAc was added to the residue and the organic layer was washed with saturated NaHCO3, then
with water, and brine. The organic layer was dried over NaSQy,, filtered, and concentrated in vacuo. The
residue was purified by flash chromatography (heptane - EtOAc, 9:1). The solid obtained was dried over
P205.

Methyl 4-bromo-3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF161

OH Br. OH
I\ o~ PTAB, CaCOs 7\ o—
s 3% CHyClo- CHiOH, (11, vy S 1%
methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate 14% ALIPF161
1 eq., 250 mg, 1.58 mmol Formula: CgHsBrO3S
MW : 237.07

Appearance: white powder

mp =81-83 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 3.80 (s, 3H, CH3), 7.98 (s, 1H, ArH), 10.37 (s, 1H, OH)
3C NMR (75 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 52.3, 104.3, 105.7, 129.5, 157.3, 162.7

LC-MS (APCI'): m/z 235 [M-HJ for "°Br, 237 [M-HJ for ®'Br

HRMS (ESI'): m/z calculated C¢H4BrO3S [M-H] 234.9059, found 234.9066

IR, v (cm™): 622 (C-Br), 1670 (C=0), 3325 (O-H)

Procedure to obtain halide ALIPF143

SO.Cl, (1 M in CH,CI, 2 eq., 1.41 mL, 1.41 mmol) was added to a solution of methyl 3-hydroxy-1H-
pyrrole-2-yl-carboxylate (1 eq., 100 mg, 0.709 mmol) in CH,Cl, (17 mL), and the mixture was stirred
during 12 hours at room temperature. The mixture was concentrated in vacuo. The dry residue was
suspended in AcOH (20 mL) and HCI gaz was bubbled into the mixture until saturation. The mixture was
stirred for 2 days at room temperature. The solvent was removed in vacuo, and the dry residue was
purified by column chromatography on silica gel (heptane — EtOAc, 1:1) to give the target compound.

Methyl 5-chloro-3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF143

OH
1. S0,Cly, CHCI3,12 h OoH
7\ o 2. HCl gaz, ACOH, 48 h /N o

N = N

H o RT H b
methyl 3-hydroxy-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate 20% (brsm) ALIPF143

1 eq., 200 mg, 1.42 mmol Formula: CgHgCINO3
MW : 175.57

Appearance: yellowish powder

mp = 139 — 141 °C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 3.69 (s, 3H, CHs), 5.68 (s, 1H, ArH), 9.21 (s, 1H, OH), 11.78 (s,
1H, NH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 50.9, 98.0, 98.0, 119.2, 150.9, 160.5
LC-MS (APCI'): m/z 176 [M-HJ for **Cl
HRMS (ESI'): m/z calculated CgHsCINO; [M-H] 173.9952, found 173.9954

IR, v (cm™): 566 (C-Cl), 1731 (C=0), 3301 (O-H)

Procedure to obtain halide ALIPF162

SO.Cl, (5 M in CH,Cl, 1.1 eq., 5 M, 1.42 mL, 7.09 mmol) was added to a solution of methyl 3-hydroxy-1-
methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate (1 eq., 1 g, 6.45 mmol) in CH,Cl, (5 mL) and the mixture was stirred
during 36 hours at room temperature. The mixture was concentrated in vacuo and the dry residue was
purified by column chromatography on silica gel (heptane — EtOAc, gradient 1:0 to 7:3, v/v) to afford the
target product.

Methyl 5-chloro-3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF162
OH

OH Cl OH
7\ o— S0,Cl, I\ o T\ o
N > ¢l N + N
| o CH,Cl,, RT, 36 h | o | o)
methyl
3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate ALIPF162 ALIPF170
1eq., 19, 6.45 mmol Formula: C;HgCINO3 Formula: C;HgCINO3
MW : 189.60 MW : 189.60
52% 1%

Appearance: yellowish powder
mp =48 -50 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), 5 (ppm): 3.68 (s, 3H, CHj), 3.71 (s, 3H, CHs), 5.80 (s, 1H, ArH), 9.10 (s,
1H, OH)

3C NMR (125 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 33.0, 51.0, 97.3, 97.3, 123.0, 151.8, 161.2
LC-MS (APCI*): m/z 190 [M+H]" for *°CI, 192 [M+H]" for *'CI
HRMS (ESI"): m/z calculated C;HgCINO; [M+H]™ 190.0265, found 190.0262

IR, v (cm™): 1648 (C=0), 3308 (O-H)

Methyl 4-chloro-3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF170
Appearance: white powder
mp=72-74°C

"H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 3.685 (s, 3H, CH3), 3.686 (s, 3H, CH3), 7.10 (s, 1H, ArH), 8.68 (s,
1H, OH)
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3C NMR (100 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 37.0, 50.7, 97.8, 106.8, 125.5, 146.8, 160.7
LC-MS (APCI*): m/z 190 [M+H]" for *°CI, 192 [M+H]" for *'CI
HRMS (ESI*): m/z calculated C;HgCINOz;Na [M+Na]* 212.0084, found 212.0083

IR, v (cm™"): 1653 (C=0), 3322 (O-H)

Procedure to obtain halide ALIPF155

SO,Cl, (5 M in CHyCIl,, 1.1 eq.,, 2.78 mL, 13.9 mmol) was added to a solution of methyl 3-
hydroxythiophene-2-yl-carboxylate (1 eq., 2 g, 12.6 mmol) in CH,Cl, (6 mL) and the mixture was stirred
during 45 minutes exposed to visible irradiation (500 W lamp). The mixture was concentrated in vacuo to
afford the target product.

Methyl 2-chloro-3-ox0-2,3-dihydrothiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF155

OH o
A\ o SO,Cl, i Cl o
s I\ CH,Cly, hu, RT, 1h S N
methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate Quantitative yield ALIPF155
1eq., 2g, 12.6 mmol Formula: CgH5CIO3S
MW : 192.62

Appearance: grey powder

'H NMR (300 MHz, DMSO-d¢), & (ppm): 3.78 (s, 3H, CHy), 6.44 (d, °J = 6.0 Hz, 1H, ArH), 9.07 (d, >J =
6.0 Hz, 1H, ArH)

3C NMR (100 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 55.2, 118.2, 159.3, 164.8, 165.4, 195.7
LC-MS (APCI*): m/z 188 [M+H]" for *°CI

IR, v (cm™): 558 (C-Cl), 1692, 1742 (C=0)

Procedure to obtain halide ALIPF167

SO,Cl; (10 M in CH,CIy, 3.1 eq., 499 pL, 5 mmol) was added to a solution of methyl 3-hydroxy-1-methyl-
1H-pyrrole-2-yl-carboxylate (1 eq., 250 mg, 1.61 mmol) in CH,Cl, at 0 °C, in a sealed tube under an inert
atmosphere (N2), and the mixture was stirred during 24 hours at room temperature. The mixture was
concentrated in vacuo at 20 °C, and the dry residue was purified by column chromatography on silica gel
(heptane — EtOAc, gradient 1:0 to 6:4, v/v) to afford the target product.

Methyl 4,5-dichloro-3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate, ALIPF167

OH Cl
cl OH o oH
I\ o- SO;Cly, Zn I\ o< . « a
e T
N >N \ TR
\ o CH,Cly, RT, 24 h | S N\ !
methyl
3-hydroxy-1-methyl-1H-pyrrole-2-yl-carboxylate ALIPF167 ALIPF173, R = COOCH;
1 eq., 250 mg, 1.61 mmol Formula: C;H;CI,NO; Formula: C14H14CIoN,Og
MW : 224.04 MW :377.18
11% 2%
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Appearance: white powder

mp =108 - 110 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dy), & (ppm): 3.73 (s, 3H, CH3), 3.74 (s, 3H, CH;), 9.16 (s, 1H, OH)
3C NMR (100 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 33.2, 50.9, 97.8, 106.8, 120.3, 146.3, 160.1

LC-MS (APCI"): m/z 222 [M+H]" for **Cl, 224 [M+H]" *CI/*’CI, 226 [M+H]" for *'CI

HRMS (ESI): m/z calculated C;HCI,NO; [M-H] 221.9719, found 221.9725

IR, v (cm™): 1651 (C=0), 3312 (O-H)

Dimethyl 3',4-dichloro-4'-hydroxy-1,1'-dimethyl-3-oxo-2,3-dihydro-1H,1'H-[2,2'-bipyrrole]-2,5'-yl-
dicarboxylate, ALIPF173

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 2.97 (s, 3H, N-CH,), 3.710 (s, 3H, N-CH,), 3.712 (s, 3H, O-
CH,), 3.73 (s, 3H, O-CHs), 8.66 (s, 1H, ArH), 8.92 (s, 1H, OH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dy), § (ppm): 33.0, 34.1, 51.5, 54.1, 73.5, 73.6, 96.0, 101.0, 122.6, 150.7,
160.2, 164.5, 165.0, 185.3

LC-MS (APCI*): m/z 377 [M+H]" for **Cl, 379 [M+H]" **CI/*’CI, 381 [M+H]" for *'CI
HRMS (ESI"): m/z calculated C14H15CI,N,0¢ [M+H]" 377.0301, found 377.0306

IR, v’ (cm™): 1703, 1737 (C=0), 3423 (O-H)

Procedure to obtain halide ALIPF257

Kl (1 eq., 524 mg, 3.16 mmol) was added to a solution of ALIPF155 (1 eq., 500 mg, 3.16 mmol) in AcOH
(10 mL) and the mixture was stirred overnight at room temperature. The mixture was concentrated in
vacuo, and the residue was partionned between H,O and EtOAc. The organic layer was concentrated in
vacuo, and the residue was purified by column chromatography over silica gel (heptane - EtOAct, 7:3) to
afford the target product.

Methyl 3-hydroxy-4-iodothiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF257

o} | OH OH
AP § P WS
S s S
o o] o)

AcOH, RT, 12 h
ALIPF155 ALIPF257 methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate
1eq., 19, 6.45 mmol Formula: CgH5l04S Formula: CgHgO3S
MW : 284.07 MW : 158.18
1% 58%

Appearance: brown oil
'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 3.79 (s, 3H, CH3), 9.30 (s, 1H, ArH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 52.3, 77.4, 104.5, 134.4, 160.8, 165.6
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LC-MS (APCI"): m/z 283 [M+H]

Procedure to obtain azide ALIPF156

NaN; (1.1 eq., 1.81 g, 27.8 mmol) was added to a solution of ALIPF155 (1 eq., 4.87 g, 25.3 mmol) in
glacial AcOH (60 mL) and the mixture was stirred overnight at room temperature. NaN; (0.5 eq., 0.822 g,
12.6 mmol) were added again to the mixture, and it was stirred for 6 hours at room temperature. Cold
water was added to the mixture to furnish a white precipitate corresponding to the target product that was

recovered by filtration, and dried over CaCl,.

Methyl 5-azido-3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF156

o OH
/A Sl o NaN3 A\ o
S N3 S
o) AcOH, RT, 20 h
ALIPF155 73% ALIPF156
1 eq., 4.87 g, 25.3 mmol Formula: CgHsN303S
MW : 199.19

Appearance: brown powder

mp =64 - 66 °C

"H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 3.71 (s, 3H, CHa), 6.52 (s, 1H, ArH), 10.67 (s, 1H, OH)

LC-MS (APCI’): m/z 171 [M-N2]

IR, v (cm™): 1750 (C=0), 2125 (N3), 3291 (O-H)

Procedure to obtain amine ALIPF159

Pd/C was added to a solution of ALIPF156 (1 eq., 3.73 g, 18.7 mmol) in CH3;0H — CH.CI, (9:1, v/v) (40
mL) and the mixture was stirred under a hydrogen atmosphere for 28 hours. The catalyzer was removed
by filtration, and the filtrate was concentrated in vacuo. It was purified by flash chromatography (gradient
cyclohexane — EtOAc, 10:0 to 8/2). The corresponding fraction was concentrated in vacuo, and the dry

residue corresponding to the target product was dried over P,0s.

Methyl 5-amino-3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate, ALIPF159

OH OH
[\ o~ Rz PaiC [\ o
Ns™ g CH30H-CH,Cl, (9:1, viv), RT  H2NT g
o o)
ALIPF156 66% ALIPF159
1eq., 3.73 g, 18.7 mmol Formula: CgH;NO3S
MW : 173.19

Appearance: whitepowder

mp =6113-115°C

'H NMR (300 MHz, CDCl3), & (ppm): 3.65 (bs, 2H, NH,), 3.82 (s, 3H, CHs), 5.80 (s, 1H, ArH), 10.02 (s,

1H, OH)

LC-MS (APCI"): m/z 174 [M+H]"
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IR, v (cm™): 1750 (C=0), 3339 (NH), 3291 (O-H)

Procedure to obtain amine ALIPF174

A mixture of the corresponding 4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine (1.5 eq., 989 mg, 6.89 mmol), the
amine ALIPF159 (1 eq., 795 mg, 4.59 mmol), and 5 drops of 37% HCI in a mixture of toluene — ethanol, 9
: 1, were stirred for 45 min in a microwave reactor (open system), at 90 °C, at 300 W. The mixture was
filtrated to recover a solid which was washed with ethanol. The resulting filtrate was concentrated in
vacuo, and ethanol was added to the residue to recover by filtration a second solid. Both solids were
gathered together, and dried over P,0s.

Methyl 5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)-3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate dihydrochloride,
ALIPF174

NH,

NH
by 2 OH N//QN OH
N 37% HCI, O— .
)N'\/NL X N\ o— 6 HCloat, MN 7\ 2 HCI
Z cl HzN S toluene - ethanol, 9: 1, H S
o ! o
90 °C, 300 W, 45 min
4-chloro-6-methylpyrimidin-2-amine ALIPF159 . ALIPF174
1.5 eq., 989 mg, 6.89 mmol 1 eq., 795 mg, 4.59 mmol 93 % Formula: C11H14CI2N4O3S

MW (chlorhydrate): 353.22
MW (base): 280.30

Appearance: orange powder
mp = 253 - 255 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj), & (ppm): 2.31 (s, 3H, CH,), 3.73 (s, 3H, CH,), 6.21 (s, 1H, ArH), 6.56 (m,
1H, ArH), 10.31 (s, 2H, NH,), 12.16 (bs, 1H, OH), 12.96 (bs, 1H, NH)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 19.0, 51.5, 97.2, 98.0, 106.5, 144.4, 154.9, 155.8, 159.5, 160.51,
164.1

LC-MS (APCI*): m/z 281.0 [M+H]"
HRMS (ESI"): m/z calculated Cy4H13N403S [M+H]" 281.0702, found 281.0689

IR, ' (cm™): 1650 (C=0)

Procedure to obtain ALIPF264

A suspension of ALIPF174 (1 eq., 231 mg, 0.824 mmol) and 6N NaOH (2.5 eq., 343 pL, 2.06 mmol) in
CH3;0H - THF (4 mL, 1:1, v/v) was stirred at 80 °C overnight. The solvent was removed in vacuo and the
residue was purified by column chromatography over silica gel (gradient CH,Cl, — CH;0H, 95-5% - 90-
10%. The corresponding fraction was concentrated in vacuo and the residue was dried over P,0s.

5-((2-amino-6-methylpyrimidin-4-yl)amino)thiophen-3(2H)-one, ALIPF264

L S
6N NaOH
)\%N s % MN s
THF - CHgOH, 1:1,80°C, 12 h H
ALIPF174 49% ALIPF264
1 eq., 231 mg, 0.824 mmol Formula: CgH19N4OS
MW: 222.27

Appearance: white powder
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dg), & (ppm): 2.15(s, 3H, CHy), 3.55 (s, 2H, CH,), 5.97 (s, 1H, ArH), 6.09 (s,
1H, ArH), 6.52 (s, 2H, NH,), 10.79 (s, 1H, NH)
LC-MS (APCI*): m/z 223 [M+H]"

IR, v (cm™): 1649 (C=0)

Procedure to obtain the carboxylic acid ALIPF189

NaOH (9.25 eq., 468 mg, 11.7 mmol) was added to a solution of methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-
carboxylate (1 eq., 200 mg, 1.26 mmol) in CH3;0H (10 mL) and the reaction mixture was stirred for 48
hours at room temperature. 6N NaOH (1 mL) was added to the mixture and it was stirred for 12 hours.
The reaction mixture was adjusted to pH 1 with 6N HCI, then extracted three times with EtOAc. The
organic layers were gathered together, washed with water, brine, dried over MgSQO,, filtered, and
concentrated in vacuo. The solid residue was dried over P,0s.

3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylic acid, ALIPF189

OH OH
I N o~ NaoH / \_ oH
s CH3OH, RT, 36 h S
[e] 30H, RT, o
methyl 3-hydroxythiophene-2-yl-carboxylate 80% ALIPF189
1 eq., 200 mg, 1.26 mmol Formula: C5H,05S
MW: 144.15

Appearance: grey powder
'H NMR (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 6.77 (d, °J = 5.52 Hz, 1H, ArH), 7.69 (d, °J = 5.52 Hz, 1H, ArH)
LC-MS (APCI"): m/z 145 [M+H]"

IR, v (cm™): 1632 (C=0), 3299 (O-H)

6.2 Etude de modélisation moléculaire

The structure of DOT1L was taken from Protein Data Bank (PDB : 4ERS5). The ligands were docked using
ADT Autodock Tools 4.0 under UCSF Dock and AMBER parameters. The images were prepared with
PyMOL (DelLanoScientific, 2009).

6.3 Evaluation pharmacologique
6.3.1 Test d’activité sur DOT1L

Tests of DOT1L activity of the synthesized compounds were performed by Eurofins Cerep, France.

SAH (ICso = 240 £ 26 nM) was the reference compound.
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Brief description of the test:

The test compound, reference compound, or water (control) was incubated for 15 min at 22°C with
60 ng DOT1L enzyme (human recombinant, E. coli), 100 nM [3H]-SAM and 0.125 ug polynucleosome
(from HelLa cells, 2,5 pg/mL) in a buffer containing 18 mM Tris-HCI (pH 8), 90 mM NaCl and 1.8 mM
dithiothréitol DTT (to prevent inter- and intramolecular disulfide bridges in the nucleosome proteins). For
basal control measurements, the enzyme was absent from the reaction mixture. After incubation, the
reaction was stopped by adding 33 mM citric acid and the samples were filtered under vacuum through
glass fiber filters (GF/B, Packard) presoaked and rinsed several times with ice-cold 33 mM citric acid
using a 96-sample cell harvester (Unifilter, Packard). The filters were dried then radioactivity was
messured on scintillation counter (Topcount, Packard) using a scintillation cocktail (Microscint 0,
Packard). The results are expressed as a percent inhibition of the control enzyme activity (figure 6.1).
[120,184]

Test DOTIL
(Technique de scintillation)

o Noninhibiteur

SAH e
Incubation
Pol

Filtration et
e quantification de & wo
R et radioactivité

o ¢ Absence de signal
Signal radioactif

0 Noninhibiteur

Figure 6.1. DOT1L activity test by Scintillation Proximity Assay (SPA)
6.3.2 Test d’activité sur DNMT

Tests of DNMT3a activity of the synthesized compounds were performed in ETaC, Toulouse by M.
Dany PECHALRIEU. | was also trained to test some compounds. SGI-1027 (ICs, = 0.96 yM) was the

reference compound.

Brief description of the test:

A 5-strand oligonucleotide labelled with biotin was hybridized to its complementary 3’-strand
labelled with 6-carboxyfluorescein (FAM) (incubation for 2 h at 37 °C) into a 384-well microplate (black
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Optiplates; PerkinElmer) previously precoated with avidin. The duplex has a unique CpG site containing a
restriction site of a methylation-sensitive restriction enzyme (HpyCH41V). The human C-terminal DNMT3A
(a.a. 623-908) was added to each well (200 ng/well) and mixed with the tested compound at the desired
concentration (in DMSO) and SAM (10 mM final concentration) to start the reaction in a total volume of 40
ML. After incubation for 1h at 37°C, each well was washed three times with phosphate-buffered saline
(PBS) containing 0.05% Tween-20 and NaCl (500 mM), and three more times with phosphate-buffered
saline Tween-20 (PBST). The methylation-sensitive restriction enzyme HpyCH4IV (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) was added to the wells. After incubation for 1 hour at 37 °C, each well was washed
three times with phosphate-buffered saline (PBS) containing 0.05% Tween-20 and NaCl (500 mM), and
three more times with phosphate-buffered saline Tween-20 (PBST). Specific fluorescence signals were
measured on a PerkinElmer Envision detector (figure 6.2).[64,185]

Test DNMT

(Fluorescence)

@ Fam
o Biotine

/  Puitrecouvertd'avidine

DNMT
5 gl SAM Incubation
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¥ SAH

oNomrmlmteur

Enzyme de Restriction
J restriction

OSAM

DNMT

Inhibiteur

] T
AT

Q=

Enzyme de
restriction

[T

Figure 6.2. DNMT3a activity test by fluorescence
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Design, synthesis and pharmacological evaluation of potent DOT1L inhibitors
involved in epigenetic regulation for cancer treatment

Cancer is a serious issue of public health as it is one of the main causes of mortality worldwide. Despite the multiple
available treatments, it is necessary to develop more efficient and less invasive therapies against cancer. The knowledge of the
human genome and epigenome has directed research to new cancer treatment approaches: it is possible to modulate the
biological outcome by controlling the access to the genetic information by means of the epigenetic regulation.

Epigenetics are the changes happening on the genome without modifying its DNA sequence, leading to a heritable and
stable phenotype. In the eukaryotic chromatin, epigenetic regulation implies covalent modifications of DNA and histones. These
chemical modifications remodel the chromatin structure leading to an “opened” or “closed” configuration, which is related to the
expression or repression of genes. The epigenetic landscape is altered in cancers; for example, abnormal methylation leads to the
silencing of certain genes (such as tumor suppressor genes), or to the over-expression of oncogenes. Unlike genetic alterations
that are irreversible, epigenetic aberrations are reversible. Thus, molecules that can reestablish the epigenetic balance represent
potent therapeutic tools for cancer treatment.

Methylation and acetylation are the most studied epigenetic modifications. DNA methylation is carried out by the DNA
methyltransferases (DNMTs) and histone methylation by the histone methyltransferases (HMTs).

This PhD project was focused on the histone methyltransferase DOT1L (DOT1 like, disruptor of telomeric silencing),
responsible of methylation of residue Lys79 of histone 3 (H3K79), which leads to the transcription of some oncogenes. Recent
studies have shown that DOT1L is implicated in MLL-rearranged leukemia (MLL-r, Myeloid-Lymphoid Leukemia) thus it is a potent
target in cancer. As DOT1L and DNMTs share the same cofactor, S-adenosyl-L-methionine (SAM), DNMT and DOT1L inhibitors
can present a common inhibition mechanism by competing with SAM.

We present herein the in silico — based design, and the multi-step synthesis of some series of molecules containing 3 main
moieties: a) an aminopyrimidine motif and b) a benzimidazole or phenylurea motif, linked by c) a phenyl or heterocycle motif.
DOT1L activity was determined for the different compounds synthesized and structure-activity relationships (SAR) were
established. The activity on DNMT and other HMTs was determined as well, in other to study the DOT1L specificity of our
compounds.

Different scaffolds were identified to obtain DOT1L-selective or DOT1L/DNMT dual inhibitors. These molecules are
interesting therapeutic tools for cancer treatment.

Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de DOT1L
impliqués dans la régulation épigénétique du cancer

Le cancer, principale cause de mortalité dans le monde, est un probléme majeur de santé publique. Malgré les nombreux
traitements disponibles, il est nécessaire de développer de nouvelles thérapies plus efficaces et moins envahissantes. Aujourd’hui
la connaissance du génome humain a dirigé la recherche vers de nouvelles approches: il est possible de moduler la réponse
biologique en contrélant I'accés aux informations génétiques via la régulation épigénétique.

L’épigénétique est I'ensemble des modifications de I'expression des génes n’entrainant pas de modifications dans la
séquence d’ADN, qui ménent a un phénotype héritable et stable. Chez les eucaryotes, la régulation épigénétique implique des
modifications covalentes de I'ADN (méthylation) et des histones (acétylation, méthylation...). Ces phénomenes modifient la
structure de la chromatine, aboutissant a une configuration "ouverte" ou "fermée" permettant la transcription ou la répression de
genes. Dans une situation cancéreuse, le profil épigénétique est modifié ; la méthylation anormale de I’ADN ou des histones méne
a la répression de certains génes comme des génes suppresseurs de tumeur, ou a I'expression des oncogenes. Contrairement aux
changements génétiques irréversibles, les aberrations épigénétiques sont des modifications chimiques réversibles. Ainsi, des
molécules capables de rétablir I'équilibre épigénétique représentent des outils thérapeutiques potentiels contre le cancer.

La méthylation et I'acétylation sont les modifications épigénétiques les plus étudiées. La méthylation de 'ADN est catalysée
par les ADN méthyltransférases (DNMTs), et la méthylation des histones par les histones méthyltransférases (HMTs).

Le sujet de ce projet doctoral est porté sur les HMTs et en particulier sur DOT1L (DOT1 like, disruptor of telomeric
silencing), responsable des méthylations du résidu Lys79 de I'histone 3 (H3K79), conduisant a la transcription des oncogénes. En
effet, des études ont montré que DOT1L est liée a la leucémie et se révéle étre une cible intéressante a inhiber. DOT1L comme
les DNMT ont un méme cofacteur : le SAM (S-adénosyl-L-méthionine). Certains de leurs inhibiteurs présentent un mécanisme
d'inhibition commun : ils entrent en compétition avec SAM.

Nous présentons la conception basée sur des études de modélisation moléculaire, et la synthése multi-étapes des séries
des molécules formées par 3 motifs principaux : a) un motif aminopyrimidine, b) un motif de type benzimidazole ou phénylurée, liés
par c) un groupement phényle ou hétérocyclique. L’activité des composés synthétisés sur DOT1L a été évaluée et des relations
structure-activité (RSA) ont été établies. L’activité sur DNMT et d’autres HMTs a été déterminée également afin d’étudier la
spécificité de nos composés.

Différents structures ont été identifiées comme point de départ pour aboutir a des inhibiteurs sélectives de DOT1L ou a des
inhibiteurs mixtes DOT1L/DNMT. Ces molécules sont considérées comme des outils thérapeutiques intéressants dans le
traitement du cancer.



