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Abréviations

ABL : géne tronqué Abelson

ACA : Acadésine

ADME : Absorption, distribution,
métabolisation et élimination

AICAR : Aminoimidazole-carboxamide-
ribosyl

ALH : Accepteur de liaison-H

AREB-t : Anémie réfractaire avec excés de
blastes, en transformation

ATG
ATP
AZA
BCR
BODIPY : Boron-dipyrromethene
Calcd: Calculated

: Autophagy related genes
: Adénosine triphosphate
: Azacytidine

: Breakpoint cluster region

CAN : Nitrate d’'ammonium cérique
CGH-array : Hybridation génomique
comparative sur puces a ADN

Chromosome Ph: Chromosome Philadelphie
Clso : Concentration inhibitrice 50

CMF : Cytométrie en flux

COSY : Spectroscopie de corrélation via les
couplages scalaires

CUuAAC : Cycloaddition azoture-alcyne
catalysée par le cuivre

DAPI : 4',6'-Diamidino-2-phénylindole

DBU: 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundéc-7-éne
DCM : Dichlorométhane

del : Délétion

DFT : Théorie des fonctionnelles de la densité
DIC : Diisopropylcarbodiimide

DIPEA : N,N-diisopropyléthylamine

DLH : Donneur de liaison-H

DMA : N,N-diméthylacétamide

dMAF : para-Dimethylaminoflavone

DMAP : 4-Diméthylaminopyridine

DMF : Diméthylformamide

DMSO : Diméthoxysulfonamide

ESI : lonisation par électronébulisation
(ElectroSpray

FAB: French-American-British

FDA: Food and drug administration

FISH : Hybridationin situen fluorescence
HER-2: human epidermal growth factor
receptor 2

HMBC : Corrélation hétéronucléaire a travers
plusieurs liaisons

HOBt : Hydroxybenzotriazole

HOMO : Orbitale moléculaire occupée la plus
haute

HPLC : Chromatographie liquide haute
pression

HRMS : Spectrométrie de masse haute
résolution

HSP : Heat shock proteins

HSQC : Spectroscopie hétéronucléaire simple
quantum

IBD : lodosobenzene diacétate

iICUAAC : lodoalkyne version of the copper-
catalyzed azide—alkyne cycloaddition

inv : Inversion

IM : Imatinib

IMPDH : Inosine-5monophosphate
déshydrogenase

IRIS: International Randomized study of
Interferon versus STI-571

ITK : Inhibiteur de tyrosine kinase

JAK2: Janus kinase 2



LAM : Leucémie aigue myeloide

LAL : Leucémie aigue lymphoblastique
LBM : Hémopathie lymphoide chronique B
mature

LC3 : Microtubule-associated protein 1 light
chain 3

LMC : Leucémie myéloide chronique

LRL : Liaison a rotation libre

LUMO : Orbitale moléculaire vacante la plus
basse

Lymphocytes NK: Natural Killer

MAPK : Mitogen-activated protein kinases
MEKP : Peroxyde de méthyléthylcétone
MS (ESI") : Spectrométrie de masse
(Electrospray en mode positif)

m-TOR : Mammalian target of rapamycin
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (forme réduite)

NBS : N-bromosuccinimide

NHS : N-hydroxysuccinimide

NIS : N-iodosuccinimide

NCI : National Cancer Institute

NOESY : Spectroscopie de corrélation par
effet Overhauser nucléaire

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PARP : Poly(ADP-Ribose)Polymerase
PBMC : Peripheral blood mononuclear cell
PBS: Tampon phosphate salin

PDGFR : Platelet-Derived Growth Factor
Receptor

PFA : paraFormaldéhyde

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PM : Poids moléculaire

t : Translocation réciproque

TBTA : Tris(benzyltriazolyl)méthylamine
TFA : Acide trifluoroacétique

THF : Tétrahydrofurane

TMEDA : Tétraméthyléthylenediamine
TTTA : Tris(4-trimethylsilylmethyl-1,2,3-
triazolylmethyl)amine

SMC : Syndrome myéloprolifératif chronique
SMD : Syndrome myélodysplasique
STATS: Signal transducer and activator of
transcription 5

RMN : Résonance magnétique nucléaire
r.t. : Room temperature

VEGF : Vascular endothelial growth factor
WHO : World health organization
Zvad-fmk : Z-Val-Ala-Asp(OMe)-

fluorométhylcétone
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Introduction générale

S’inscrivant a l'interface chimie—biologie, cette@se a pour objectif de développer de
nouvelles molécules actives contre certaines héthigzamalignes. Elle vise particulierement
a circonvenir les phénomeénes de résistance daiis ces processus tumoraux a travers un
mode d’action original (I'autophagie).

Le premier chapitre introduit 'hématopoiése etdd&rentes classes d’hémopathies
malignes. Il décrit ensuite I'origine moléculaire des pathologies et la naissance de la
thérapie ciblée. L’exemple de I'imatinib, premieprésentant de cette thérapie, est également
détaillé dans ce chapitre.

Le deuxiéme chapitre est consacré a la chimie ¢&8-friazoles en raison de son
utilisation pour la synthese de nos molécules Iioas. Apreés un rappel bibliographique de
la cycloaddition azoture-alcyne catalysée par lévreu (CUAAC), nous exposons des
méthodologies permettant la formation de 1,2,3tiies 1,4,5-tri-substitués et discutons leurs
mécanismes réactionnels. Nous décrivons égalenmeninéthodologie donnant acces aux 5-
alcynyl-triazoles, développée et utilisée dansaldre de cette these.

Dans la troisieme partie de ce manuscrit, nousdiisons brievement I'autophagie et
son rble dans les processus tumoraux. Nous préseatsuite la synthese de quatre familles
de composés nucléosidiques ainsi que I'évaluateitedr activité antiproliférative contre la
leucémie myéloide chronique. Apres la sélectiom gitoduitlead-optimisé, nous présentons
une évaluation biologique approfondie de ce derniactivité sur différentes lignées
cellulaires tumorales, profil pharmacologique, \dt#iin vivo et mode d’action.

Dans la quatriéme partie, une série de moléculesnngléosidiques est exposée. Le
développement de cette nouvelle série a pour dfgjéat mise au point de nouveaux
composédead ainsi que I'étude de l'influence de la différensteucturale entre les deux
séries sur leurs activités biologiques et leurs esatiaction. Dans ce contexte, trois familles
de composés non nucléosidiques sont présentédsa @esné deux nouveaux compokss]
dont les profils pharmacologiques et les modestidas sont présentés. De plus, deux dérivés
fluorescents et un dérivé biotinylé de ces compbsas ont été synthétisés afin d’apporter
des réponses quant a leur parcours intracelluthicéle(s) moléculaire(s).

Enfin, dans une conclusion générale, nous exposdesnprincipaux résultats de ces

travaux de these et suggérerons des perspectives.
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1. Chapitre 1

Hémopathies malignes et thérapies ciblées
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Avec 8 millions de déces annuels et 12 millions reiveaux cas enregistrés a
I'échelle planétaire, le cancer se situe parmifdesmiéres causes de mortalité chez I'étre
humain. Ce constat reste valable a I'échelle dérknce avec 385 000 nouveaux cas et
149 500 déces enregistrés en 2015 (données dttlitridational du Cancer). Les projections
de ces chiffres d’incidence et de mortalité somet,sdrcroit, préoccupantes en raison de la
multiplication des facteurs de risque tels queiddlissement de la population, le tabagisme,
I'obésité et les expositions environnementaleg@egsionnelles.

Pour surmonter ce probleme majeur de santé publdjtiérents types de traitements
ont été développés (la chirurgie, la radiothérajae chimiothérapie, I'hormonothérapie,
limmunothérapie...). En dépit de leur efficacite&sdimitations importantes persistent. On
peut citer par exemple les effets secondaires itapts et imprévisibles, les spécificités
géneétiques et biologiques de chaque tumeur quiigesd idéalement un traitement
personnalisé ou encore I'émergence des phénomemessistances qui présentent des
limitations majeures pour différents types de tpés (chimiorésistance, radiorésistance).

Les travaux que nous présentons ici s'inscrivensda cadre de cette lutte contre le
cancer. Nous ciblons particulierement les résigaraeveloppées contre les traitements de
certaines hémopathies malignes. Dans ce contegtes allons commencer par introduire

I’'hématopoiese et les différentes classes d’hérhggmmalignes.

1.1. L’hématopoiese

Le sang est composé de plasma et de trois typeslidées sanguines générées dans la moelle
osseuse ; les érythrocytes (globules rouges)hiesnbocytes (plaguettes) et les leucocytes
(globules blancs: polynucléaires neutres, basephil €éosinophiles, monocytes et
lymphocytes) (Figure 1). Chague composant posséde fonction indispensable au bon
fonctionnement de I'organisme. Ainsi, le plasmansgzorte des substances (telles que les
substances alimentaires, les déchets du métabollsméormones...) d'un point a un autre
du corps. Les érythrocytes transportent I'oxygeésee 'hémoglobine. Les thrombocytes

participent a la coagulation et enfin les leucogsytgerviennent dans la réponse immunitaire.
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Figure 1 : Les types de cellules sanguines [httpsivw. mycmllife.eu/be/fr/]

Les cellules sanguines, appelées également hérspegie générées, renouvelées et réegulées
via 'hématopoiése (Figure 2). Il s’agit d’'un proagssjui se produit au niveau de la moelle
osseuse et qui conduit a tous types de celluleguga#s a travers des différenciations
successives. Le point de départ de 'hématopoigsene cellule primitive dont I'existence a
éteé prouvee en 196da des expériences d’irradiation et de greffe de teamseuse menées
par les chercheurs canadiens Ernest McCulloch medaTill *. Cette cellule primitive
nommeée « cellule souche hématopoiétique » esttéas®e par trois éléments essentiels : la
multipotence, la différenciation et I'auto-renowsmlent (multiplication sans différenciation).
En réponse a des stimuli externes, tels que dekiogs, elle déclenche I'hématopoiese et se
différencie en cellules progénitrices. Ces dersigant engagées dans le lignage myéloide ou
lymphoide et possédent une capacité de différaaniat d’auto-renouvellement plus faibles.
Le niveau suivant de différenciation donne naissarau troisieme compartiment
hématopoiétique : les « précurseurs ». Il s’agitcdbules encore plus engagées dans le
lignage correspondant (lymphoide ou myéloide), lolgsauniguement de division et de
maturation. Enfin, une derniére étape de diffémtimn aboutit aux cellules matures,
fonctionnelles et capables de passer dans le $amg. les précurseurs pro-B et pro-T, la
maturation se déroule en deux étapes. La premiemagt aux précurseurs d’apprendre a
reconnaitre et a étre stimulés par leur antigeaalduxieme expose ces lymphocytes « naifs »
a leur antigene pour induire I'expression de laezapacités fonctionnelles. L'immunopoiése

est alors accomplie et les lymphocytes sont diisés: Contrairement aux lymphocytes B et
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T, le développement et la maturation des lymphachii€ (Natural Killer ou cellules tueuses
naturelles) ne sont pas bien connus. On sait néasnyu’ils découlent du progéniteur
lymphoide et qu’ils ne nécessitent pas d’activatltsnsont ainsi capables d’interagir avec les
cellules pathologiques et de les tuer sans maburg@tiéalable. Pour cette raison, on parle de
systeme immunitaire inné pour les lymphocytes NKidis qu'on parle de systeme

immunitaire acquis pour les lymphocytes B ét T
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CPL = Cellule Progéniteur Lymphoide

Figure 2: Les compartiments de 'Hématopoiése [httwww.msamerique.ca/articles/tc-ptp-un-
modulateur-cle-du-systeme-immunitaire]

1.2. Les hémopathies malignes
Des dysfonctionnements peuvent survenir au courthdmatopoiese engendrant différents

types de pathologies regroupées sous le nom d'hetimep malignes. Pour les classer,

plusieurs parametres sont pris en compte :
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v' L’évolution de la maladie: aigue ou chronique. La premiere se développertir ple
cellules immatures tandis que la deuxieme affeetecellules matures.

v Le site de développement de la maladiemoelle osseuse ou organes lymphoides.
Dans le premier cas, on parle de leucémie et @adsuxieme on parle de lymphome.

v' Le lignage des cellules affectéesnyéloide ou lymphoide. On parle respectivement

d’hémopathie myéloide et lymphoide.

En raison du nombre et de la complexité des catergstants, il a été difficile de trouver un
moyen consensuel de classer les hémopathies. @ifesystémes de classification se sont
ainsi succédé depuis les années 1970. Une prenigsfication a notamment été établie et
publiée par le groupe FAB-(ench-American-Britishen 1976. Elle s’appuie sur des données
morphologiques, immunophénotypiques, cytochimigeesliniques. A partir de I'an 2000,
'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a deéait#e prendre en compte les facteurs
génétiquet a publié une nouvelle classificatiqni a été mise a jour en 2008 avec I'édition
du livie «WHO Classification of Tumors of Haemtopoietic angmphoid Tissues 3.
L’'importance accordée aux systemes de caracténsds ces pathologies s’explique par leur

influence sur le choix de la prise en charge theéutigue.

Dans le cadre de ce travail, nous utiliseronsdagification récente et consensuelle de 'OMS

pour introduire et définir les différents types éhopathies malignes.

1.2.1. Hémopathies myéloides

Comme leur nom l'indique, ces affections se dévedmp a partir de précurseurs engagés dans
le lignage myéloide (lignées granuleuse, érythgilgjae, mégacaryocytaire, histio-
monocytaire). Suivant le nombre de blastes méda#iagt le niveau de différenciation des
cellules anormales, on peut distinguer trois typ&gmopathies myéloides : les syndromes
myeéloprolifératifs chroniques (SMC), les syndromes/élodysplasiques (SMD) et les

leucémies aigués myéloides (LAM).
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1.2.1.1. Les syndromes myéloprolifératifs chroniques (SMC)

Les syndromes myéloprolifératifs chroniques sum@n a une fréquence de 12,1% par
rapport & 'ensemble des hémopathies malignes €aabl). lls sont dus a une anomalie
clonale des cellules souches myéloides favorisaptdlifération médullaire sans blocage de
différenciation. Ceci donne lieu a une accumulatanessive de cellules différenciées avec
une prédominance d'une lignée particuliere par tgee syndrome. Ainsi, la leucémie
myeéloide chronique (LMC) se caractérise par uné@rénance de la lignée granuleuse, la
polyglobulie de Vaquez par une prédominance de itméé érythrocytaire et la
thrombocytémie essentielle par une prédominanceladdignée mégacaryocytaire. La
splénomégalie myéloide est quant a elle la seuls-satégorie ou la prolifération se fait au

niveau des différentes lignées, sans prédominance.

1.2.1.2. Les syndromes myélodysplasiques (SMD)

Les syndromes myélodysplasiques présentent 7,3Pérdemble des hémopathies malignes.
Il s’agit d’affections clonales des cellules sowshmyéloides engendrant une maturation
défectueuse et favorisant des dysplasies morpltplegiet fonctionnelles (Tableau 1). Ces
cellules mal formées sont reconnues comme étramgeae 'organisme et éliminées par

apoptose. On parle d’avortement intra-médullairengiivent une ou plusieurs cytopénies
sanguines contrastant avec une moelle hématopsgétap richesse augmentée. Ces
cytopénies sont responsables de plusieurs type®mias ('anémie réfractaire, I'anémie

réfractaire avec sidéroblastes en couronne, 'ampégiractaire avec exceés de blastes) ainsi
gue d’autres syndromes tels que le syndrome 5qla oytopénie réfractaire avec dysplasies
multi-lignées. Les syndromes myélodysplasiquesgmtént d’importants risques de se

transformer en leucémie aigue myéloide.

1.2.1.3.  Les leucémies aigues myéloides (LAM)

Les leucémies aigues myéloides présentent 9,2%memble des hémopathies malignes. Il

s’agit de proliférations malignes clonales de delumyéloides immatureappelées blastes,

bloquées a un stade précoce de leur différenciéiiableau 1). L'accumulation de ces blastes

dérégule I'hnématopoiése et peut conduire a une iapnémme neutropénie (manque de
polynucléaires) ou une thrombocytopénie. La clasgibn de 'OMS a distingué quatre sous-
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catégories pour les LAM. La premiere est définier gambservation d’anomalies
cytogénétiques (translocation, inversion du chranus..) sous le nom de LAM avec
anomalies cytogénétiques récurrentes. La deuxiéib] avec dysplasie multi-lignée, est
caractérisée par des cellules myéloides morphalegignt anormales, en dehors des blastes.
La troisieme, LAM dite secondaire a une chimiotpéas’identifie par des anomalies déja
connues et ayant recu des chimiothérapies et/ola dadiothérapie. La quatrieme sous-
catégorie a conservé la classification FAB et cangr8 groupes (LAMO a LAM7) selon le
type et le degré de différenciation (granuleuse, noogtaire, érythroblastique ou

meégacaryocytaire).

Les principales caractéristigue des hémopathieslaits sont récapitulées ci-dessous
(Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéristiqgues des hémopathies myétig's

. Nombre de _
FIEEUEEY blastes Niveau de Signes biologiques
(%) vaste différenciation 9 g9
médullaires

Type
d’hémopathie
myéloide

Accumulation médullaire
Pas de blocage de

SMC 12.1 - e s . et sanguine de cellules
différenciation "y .,
différenciées

SMD 73 < 20% M,aturation Accumul,at_ion médgllaire
défectueuse et cytopénie sanguine
Blocaae complet de Accumulation médullaire

LAM 9.2 > 20% 9 P et sanguine de cellules

la différenciation )
immatures

®Fréquence par rapport a 'ensemble des hémopatidbgnes

1.2.2. Hémopathies lymphoides

Les hémopathies lymphoides sont des affectionsguléveloppent a partir des précurseurs
engagés dans le lignage lymphoide (lignées lympistiguies B, T et NK). Elles sont classées
en quatre grandes catégories: leucémie aigue lghigstique (LAL), hémopathies B
matures (LBM), hémopathies T et NK matures et |éadia de Hodgkin. Les trois premiéres
catégories sont distinguables par la lignée cétkilaffectée et la nature aigue ou chronique
de la pathologie. La quatrieme catégorie, bien féectant la lignée lymphoide B, est
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considérée comme patrticuliere, en raison de carstiggies cliniques et histopathologiques

spécifiques.

1.2.2.1. Les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL)

Les leucémies aigues lymphoblastiques présent&do e I'ensemble des hémopathies
malignes. |l s’agit de proliférations malignes ctes médullaires et extra-médullaires de
cellules immatures de la lignée lymphoide, dontdifférenciation est bloquée au stade
des lymphoblastes (Tableau 2). Le contingent deilesl sanguines normales s’en retrouve
insuffisant, ce qui induit I'anémie, la neutropéni@ thrombopénie, et l'infiltration des

lymphoblastes dans les tissus. Pour les clas€elM$ s’appuie sur la distinction cellules

lymphocytaires B-cellules lymphocytaires T (LAL-BI @ AL-T) et y associe, dans un second
temps, les facteurs cytogénétiques. La nature dedeeniers est corrélée a la gravité des

pronostics.

1.2.2.2. Les hémopathies lymphoides chroniques B matures (LBM)

Cette sous-catégorie est également connue sougeliation «lymphocytoses B
monoclonales (LBM) ». Avec un pourcentage supér&ebb%, elle représente I’hémopathie
maligne la plus fréquente en Europe (Tableau ¢ &3t due a une prolifération maligne
monoclonale de lymphocytes matures anormaux dgried B dans la moelle osseuse, le sang
et les organes lymphoides. Cette surabondance mghbcytes matures est appelée
lymphocytose. Son origine est majoritairement laige a I'étape de maturation antigene-
dépendante cf. paragraphe 1.1); celle-ci nécessite en effet difgmts remaniements
géniques, assujettis a des erreurs et pouvantiafola prolifération d’'un clone lymphoide
malin. Au vu de leur forte implication dans ceshmébgies, les anomalies cytogénétiques ont
une valeur pronostique importante et servent de&gysde sous-classification pour les LBM.
Ainsi, plusieurs sous-types de cette hémopathiegmalsont caractérisés par des anomalies
cytogénétiques spécifique€f( paragraphe 1.3.2.) comme le lymphome diffus andga
cellules B, le myélome multiple, le lymphome de Bty le lymphome folliculaire et le
lymphome du mantealC{. Tableau 3). En raison de caryotypes complexssalgres sous-
types se caractérisent plutét par des spécificigéslogiques. C’est notamment le cas pour la
leucémie prolymphocytaire B, le lymphome splénigugmphocytes villeux ou la leucémie a

tricholeucocytes.
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1.2.2.3. Les hémopathies T/NK matures

Nettement plus rares que les hémopathies B ma(p@mscentage de fréquence de 4%,
Tableau 2) et se distinguant des LAL-T essentigdieinpar un envahissement médullaire
inférieur a 20%, les hémopathies T/NK matures sses de proliférations de lymphocytes
T matures post-thymiques. Etant donné le manqueodialies génétiques spécifiques, la
sous-classification de ces pathologies s’appuientairement sur des parameétres cliniques.
Elles sont ainsi subdivisées en trois sous-grougesmnes leucémiques disséminées (ex :
leucémie prolymphocytaire T, leucémie a Ilymphocytés grains T), formes

extraganglionnaires (ex : mycosis fungoide, lympédmnstestinal) et formes ganglionnaires

(ex : lymphome T ou anaplasique a grandes cellules)

1.2.2.4. Les lymphomes Hodgkiniens

Décrite pour la premiere fois par Thomas Hodgkirnl882, cette pathologie se distingue par
son profil histologique ; elle se présente sousnérd’un infiltrat polymorphe de nature

réactionnelle. Ce dernier se caractérise par umenité de cellules tumorales spécifiques
appelées « cellules de Reed-Sternberg ou de HodgHiableau 2). Ces cellules de Hodgkin
sont d'origine lymphoide, précisément de type Rudla classification de cette pathologie

parmi les hémopathies lymphoides.

Les principales caractéristigue des hémopathiepligites sont récapitulées ci-dessous
(Tableau 2).
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Tableau 2 : Caractéristiques des hémopathies lympiies

Type

" _ Fréquencé Niveau de _ o
d hemopgthm (%) différenciation Signes biologiques
myéloide

Blocage comolet de la Accumulation médullaire et extra-

LAL 15 .y g - P médullaire de blastes lymphoides
différenciation

de type Bou T.

Différenciation Accumulation de lymphocytes

LBM 56.6 subissant des matures B anormaux dans la moelle

mutations géniques osseuse, le sang et les organes

Hémopathies Pas de blocage de la Accumulation de lymphocytes T
T/NK matures différenciation matures post-thymiques

Présence de cellules spécifiques
6 - dites « cellules de Reed-Sternberg
ou de Hodgkin »

Lymphomes
Hodgkiniens

®Fréquence par rapport a I'ensemble des hémopatiztgnes
1.3. Cytogénétique hémato-oncologique

En soulignant le caractere clonal (transmissiomabiaalies a toutes les cellules issues d’'une
cellule initialement altérée) des hémopathies malig la classification OMSC{. paragraphe
1.2) témoigne de I'implication directe des remareats chromosomiques dans ces processus
tumoraux. Ce lien anomalie chromosomique-canceitialement été suggéré par Boveia

sa théorie : « le cancer serait une maladie géreéétig la cellule . Il a ensuite été investigué
via la cytogénétique : une discipline, née en 195& dawalénombrement des chromosomes

humains et ayant bénéficié de techniques de plypdusrperformantes :

Caryotype conventionnel : Analyse globale mais non résolutive du génomeoluésn

d’environ 5 a 10 millions de paires de bases)e pHrmet de détecter seulement les anomalies
flagrantes de structure et de nombre.

Hybridation in_situ_en fluorescence (FISH): Analyse ciblée et résolutive du génome

hY

(résolution d’environ 100-300 kb); elle donne accgeulement a des segments de
chromosomes mais avec une bonne précision.

Hybridation génomigue comparative sur puces a ADNGGH-array) : Analyse globale et

résolutive du génome (résolution inférieure a 1BY;lkelle permet de détecter avec précision
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les segments chromosomiques remaniés mais ne rguelées anomalies de type perte ou

gain.

1.3.1. Description des anomalies chromosomiques

Les progres technigues dont a bénéficié la cytaggred ont permis de mettre en évidence

différents types d’anomalies chromosomiques :

Anomalies constitutionnelles et anomalies acquised es anomalies constitutionnelles sont

présentes a la naissance (ex : trisomie 21, moriesgjntandis que les anomalies acquises
apparaissent apres la naissance. Ces dernieresré&®mhajoritairement observées dans les
cellules tumorales dont 75% sont liees a des héthigsamalignes.

Anomalies de structure et anomalies de nombreLes anomalies de structure surviennent

suite a des cassures chromosomiques et « recoleme@fectueux, tandis que les anomalies
de nombre sont dues a un mauvais appariement ou megvaise seéparation des
chromosomes.

Anomalies équilibrées et anomalies déséquilibrée€n parle d’anomalies déséquilibrées si

un exces ou un défaut au niveau du matériel gareegt enregistré. Si la quantité de matériel
géneétique n’est pas affectée, on parle d’anométiedibrées.

Anomalies homogenes et anomalies en_mosaiqu8i I'anomalie est présente dans toutes

les cellules examinées on parle d’anomalie homagenelle est présente dans une fraction

de cellules uniquement, on parle d’anomalie en iigoga

Nous détaillons, ci-dessous, uniquement les typmsochalies chromosomiques impliquées
dans les hémopathies malignes étudiées, a savd@dtion, l'inversion et la translocation. Il

s’agit d'anomalies de structure distinguables pardmbre de chromosomes impliqués. Ainsi,
la délétion et l'inversion touchent un seul chroome tandis que la translocation affecte

deux chromosomes a la fois.

a) La délétion (del) Il s’agit d’'une ou de deux cassures survenarmtiaeau d'un méme

chromosome et induisant la perte d'un segmenn kxdste deux

> + | types; la délétion terminale qui se définit par darte d'un

i I segment terminal (distal), représentée ci-contteJaedélétion
intercalaire due a deux cassures avec perte duesggnmtermédiaire.
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b) Linversion (inv) : Elle est due a deux cassures se produisant esuméme

2 =~ chromosome avec recollement, aprés inversion, dgmeet

=
intermédiaire. Il en existe deux types; inversipara-centrique,

—
représentée ci-contre, pour les cassures se peapdussir un méme
bras et inversion péri-centrique pour les cassseeproduisant de part et d’autre du

centromere.

c) La translocation réciproque (¥)ll s’agit d’'un échange de segments chromosonsique

it

longs des chromosomes 9 et 22 : 1(9;22)(q34;911).

entre deux chromosomes non homologues ayant subi

translocation observée dans le cas des LMC ergrierés

Eﬁi chacun une cassure. Nous pouvons citer I'exempla de
i

1.3.2. Anomalies spécifiques dans les hémopathies malignes

Au-dela de cet aspect descript@f( paragraphe 1.3.1), les progrés de la cytogénébgtie
montré que les anomalies chromosomiques étaientredtes et spécifiques. Ainsi, pour
différentes pathologies, des altérations cytoggnés caractéristigues ont été mises en
évidence. Nous en donnons ci-dessous quelques &®erdpcrits pour les hémopathies
malignes (Tableau 3). Remarquons qu’en raison die cgpécificité, les anomalies
chromosomiques peuvent servir a établir le diago/psbnostic des cancers d’ou leur

utilisation par la classification de 'TOME{ paragraphe 1.2).

Tableau 3 : Hémopathies malignes caractérisées pdes anomalies hautement spécifiques

Pathologie Anomalie chromosomique

SMC : Leucémie myéloide chronique LMC  95% t(9;22)(q34;911) [chromosome Ph]

SMD : syndrome myélodysplasique délétion 5q isolée

LBM : Leucémie lymphoide chronique 1(14;19)(g32;q13)

LBM : Lymphome folliculaire 80-90% t(14;18)(g32;921)
LBM : Lymphome de Burkitt 80% t(8;14)(q24,932)
LBM : Lymphome du manteau 75% 1(11;14)(913;932)
LBM : Immunocytome 50% t(9;14)(q13;932)
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LBM : Lymphome diffus a grandes cellules E (3;14)(q27;32) [+ autres anomalies].

Lymphome anaplasique & grandes cellules " t(2;5) (p23;935)

1.4. Thérapie ciblée
1.4.1. Mécanismes moléculaires dans les cellules cancéreuses

Au-dela de I'établissement du lien altération chogomique-oncogenese, les progres de la
biologie donnent accés aux conséquences génétipieges anomalies et aux meécanismes
moléculaires qu’ils empruntent pour transformer ciiiles saines en cellules tumorales. Les
anomalies chromosomiques dérégulent en effet negaonctions cellulaires principales en
activant des oncogenes ou en inactivant des gepesesseurs de tumeurs. Ces dérégulations
conférent a la cellule les trois éléments esseantieba transformation : la prolifération, la

survie et la dissémination®.

a) Prolifération
Pour induire la prolifération incontrolée, plusieuvoies peuvent étre amorcées par les
oncogenes. On peut les subdiviser en deux catégauieant la position des acteurs
moléculaires affectés par rapport aux réceptearssinembranaires : voies « en amont » et
voies « en aval ». La voie amont s’appuie sur wréglulation de la production des facteurs
de croissances et de leurs récepteurs associdss tare la voie aval affecte les protéines de

transduction du signal de prolifération et lesdacs de transcriptioh(Figure 3).

Voies de prolifération tumorale '

Récepteur

Facteur de croissance *'~=======--omomoocammmnmaoma o

4 LY

] " sl _— ~ ek \
' % 11 Transducteurs :
1 H 1
' E: -------- # Facteurs de transcription !
i NG
! * oA Noyau '
' 1 Kinase :
: ‘
v

-------------------

! !

"en amont" "en aval"

Figure 3 : Acteurs mobilisés par la prolifération umorale
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b) Survie

Pour assurer leur survie, les cellules tumorales gt présenter des altérations au niveau des
genes codant pour les protéines qui régulent I'egzgp On peut citer, notamment, la
surexpression des genes Bcl-2 codant pour desipestanti-apoptotiques. La survie peut
également étre assurée par l'altération de cergggngs suppresseurs de tumeurs spécialisés

dans le processus apoptotidue

c) Invasions métastatiques
Les genes a l'origine des propriétés métastatigigsvasives sont moins bien connus que
ceux de la prolifération. Nous pouvons néanmoirsasr les invasions meétastatiques a
l'altération des facteurs de croissance angiogéesgonsables de la vascularisation de la
tumeur : angiogénine, VEGF... Nous pouvons égalemetdr la surexpression de certaines
protéines impliguées dans les métastases et I'gagése : les collagenes, les plasmines, les

intégrines, etc’
1.4.2. Nouvelle approche thérapeutique

L’identification des acteurs moléculaires impliquésins le processus tumoral a été
révolutionnaire pour la prise en charge thérapeetidelle a donné naissance a une approche
innovante qui consiste a développer des agenigédispécifiguement vers ces acteurs : on
parle de thérapie ciblée. Dans ce contexte, deuxealles familles d’agents thérapeutiques
ont émergé : les anticorps monoclonaux et les mtdécde faible poids moléculaire
inhibitrices des protéines kinases. Les anticogpghgtiques bloquent la liaison récepteur-
ligand en ciblant soit le ligand soit le réceptéwgie « en amont »), tandis que les inhibiteurs
de kinases bloquent la transduction intracelluldivesignal (voie « en aval »). Le premier
anticorps monoclonal et le premier inhibiteur d®$yne-kinase ont été approuveés par la FDA
(Food and Drug Administratign respectivement, en 1998 et 2001. Le premier, le
Trastuzumab (Herceptin), cible le récepteur tramsbranaire HER-2 associé a I'oncogene
portant le méme nom et impliqué dans le cancereftu e deuxieme, I'imatinib (Gleevec),
vise une protéine chimérique a activité tyrosineake provenant d’'un gene de fusion bcr-abl

spécifiguement lié a la leucémie myéloide chronique
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1.5. L’imatinib, premier inhibiteur de tyrosine-Kkinase

Etant donné que nous nous intéressons dans le dadette thése aux hémopathies malignes,

nous détaillons ci dessous le développement dadtiimi (IM).

1.5.1. Latyrosine-kinase BCR-ABL, cible de choix

Des études cytogénétiques s’étalant sur trois adéegmont permis de mettre en évidence, la
présence déterminante de la tyrosine-kinase BCR-A8hs le processus oncologique de la
leucémie myéloide chronique :

-1960: Nowell et Hungerford mettent en évidence unenaadee chromosomique portée par le
chromosome 22 appelé « chromosome Philadelphie »

-1973: Rowley identifie la nature de cette anomaliee wranslocation réciproque entre les
chromosomes 9 et 22 notée t(9:22)(q34:411)

-1983: Bartman et Groffen découvrent que cette tramsioo juxtapose sur le chromosome
22, deux genes; bcrbreakpoint cluster regionkt abl (géne tronqué Abelson) situés
respectivement sur les bras longs des chromosor@eg22g1l) et 9 (9g34). Cette
juxtaposition donne le géne de fusion ber 38t

-1990: Lugo montre que cet oncogene de fusion est itradiprotéine chimérique a activité
tyrosine-kinase constitutive impliquée dans le pestis prolifératif de la leucémie myéloide
chronique®.

-1990: Daley réussit a induire chez la souris une gathie trés proche de la leucémie
myéloide chronique en lui greffant un rétrovirusmtemant le géne bcr-abl. lls confirment

ainsi le lien causal entre le géne de fusion déleeloppement de la LME,

L’'importance de la protéine chimérique p210 BCR-ABIans le processus tumoral, a incité
les chercheurs a étudier de plus prés ses eflstoont montré notamment qu’elle était
associée a une inhibition de I'apoptose, une abivade la multiplication cellulaire et une
atténuation de l'adhérence des cellules leucémigaes stroma médullaire'®. Les
investigations autour des voies de signalisatidlule@e empruntées par BCR-ABL ont été
nombreuses (et continuent & I'étfe) Il en découle des associations complexes ensre le
substrats de cette onco-protéine. Nous pouvorddsser suivant I'effet engendi&***’:
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v' Ras/Raf-1/MEK-1,2/MAPK : Activation de facteurs tlanscription
v JAK2/STATS : Prolifération et survie cellulairé

v' PI3K/Akt/mTOR : Prolifération cellulaire

v' PI3K/AkT/Bad/Bcl-X : Inhibition de I'apoptose

v

protéines du cytosquelette : Altération de I'adbésiellulaire

Ceci est récapitulé de fagon simplifiée ci-desg&igpure 4).
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Figure 4 : Version simplifiée des voies de signadison cellulaire empruntées par
BCR-ABL *°

1.5.2. L’'imatinib et ses résistances

Des chercheurs ont tiré avantage de la découvertéadtyrosine-kinase BCR-ABL en
expérimentant la thérapie cibl& En partant d’un screenirig vitro sur la protéine kinase C
puis sur des tyrosine-kinases et moyennant unes &ndcture-activite, I'lM (Figure 5) a été

sélectionné pour un développement clinique caremaent actif et sélectif de BCR-ABY?%
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Son mode d'action a été investigué par des étueéemaldélisation moléculair& et de
cristallographie en rayons ¥2° montrant qu'il se lie & la protéine BCR-ABIia le site qui
est normalement dédié a l'adénosine triphosphat€PJA Cette liaison provoque un
changement conformationnel qui empéche la kinagecdeillir 'ATP (son substrat naturel)
et donc de phosphoryler les protéines substratscdtséquent, la transduction du signal de
prolifération est interrompue. Le mode d’actiont@ @étaillé davantage en analysant 'impact
de I'M sur les voies de signalisation de BCR-ABL.a notamment été montré que
I'IM inhibe STATS5 (signal transducer and activator of transcriptiol freine la résistance a
'apoptose provoquée par I'activation excessivBdeX et diminue la phosphorylation de la
protéine adaptatrice CRKL.

Suite & son approbation par la FDA en 2001, I'IMté& mis sur le marché sous la marque
déposée Gleevec L'étude IRIS Ipternational Randomized study of Interferon verSas-
571) 2 s’est chargée d’'évaluer ce nouveau traitermentin suivi de patients s'étalant sur 8
ans. Elle a enregistré 81% de survie sans évolytaticuliere et 92% de non progression
vers les phases accélérée ou blastique. Le tagurd@ global s’éléve a 85% apres 8 ans et

93% si on considere uniquement les déces directeléea la LMC et précédant une greffe

/N
N N—
/
)
N=_ N=(

Gleevec/Glivec ou STI-571

de cellules souchés

Figure 5 : Structure de 'imatinib

Malheureusement, malgré ces bons résultats, plssigpes de résistance se sont développés
particulierement pour les patients en phase blastayec 70% de rechute et ce en 3 a 6 mois
de traitement. Parmi ces résistances, on peut:aitee amplification du gene BCR-ABL, une
trentaine de mutations au niveau du domaine kidasBCR-ABL avec une prévalence de la
mutation T315I et un efflux da a I'affinité du Glesc pour la Glycoprotéine-P.

Pour contourner ces résistances, d’autres moléonlkesté développées suivant cette nouvelle
approche de thérapie ciblée. Parmi ces nouveauwpasd#s actifs, nous pouvons citer le

dasatinib, le nilotinib et le bosutinib (Tableau @s derniers sont des inhibiteurs de tyrosine
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kinase (ITK) dits de seconde génératfnlls sont respectivement 325, 30 et 50 plus actifs
gue I'I'M (Tableau 4). Un quatrieme exemple est eéole ponatinib. Ce dernier est dit de
troisieme génération. Il est particulierement effie car actif contre la majorité des mutations
pouvant survenir au niveau de I'enzyme BCR-ABL,oynpris la mutation dominante T315I
(Tableau 4). Pour cette raison, il est qualifiéré’lpan-BCR-ABL?.

Tableau 4 : Composés développés pour contourner lessistances a I'imatinib

Composé actif Structure Principales caractéristiques

"\ %" 325 fois plus actif que I'M.

N N
__/
%HNd
Dasatinib $
|OY§/N
NH

¢ Induit une réponse cytogénétique majeure

pour 40% des patients en phase chronique
Approuvé en et résistants a I'lM.

décembre 2006

en Europe

Sprycel® ou BMS-354825 Probleme de sélectivité : actif contre plus

de 50 kinases.

30 fois plus actif que I'lM.

Nilotinib /LJ"

N Nf"'" Induit une réponse cytogénétique majeure
%N NH CF; pour 59% des patients en phase chronique
o

Approuvé en
novembre 2007

et résistants a I'lM.

en Europe
Tasigna® ou AMN107 Plus sélectif que I'IM et le dasatinib.
50 fois plus actif contre ABL.
f =N N/—\Nf
Bosutinib —o N=— oﬁﬁ /
CI\QNH
o 0— Inactif contre c-KIT et PGDFR donc plus
février 2014 en
Europe

Bosulif® ou SKI-606 ) )
Inactif contre la mutatiod 315I.
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Ponatinib

Le seul a étre actif contre la mutation
dominante T315l du domaine kinase

Approuve en . N W BCR-ABL.
juillet 2013 en ’ N’
Europe

Iclusig® ou AP24534

Nos collaborateurs (équipe du Dr. P. Auberger, CBNte) se sont aussi intéressés a ce
phénomene de résistance et ont identifié une salyidtentielle a cette problématiquia
I'acadésine (ACA) (Figure 6) : composé endogénenagiour son activité contre la leucémie
chronique lymphocytaire a cellules® En étudiant I'activité de cette molécule, ils @mt
effet montré qu’elle avait un effet antiproliféfationtre les cellules de LMC résistantes a
I'IM, y compris celles qui présentent la mutatioBIB6I %%, De plus, ils ont mis en évidence
I'originalité de son mode d’action qui induit uneorncellulaire autophagique (Chapitre 3,
paragraphe 1.1), a la difféerence de I'IM qui induite mort apoptotique. En dépit de ces
propriétés attrayantes, l'activité de 'ACA s’estlimeureusement montrée bien trop faible :
Clso de l'ordre du milli-molaire. Dans le cadre de eethése, nous nous proposons de
synthétiser deux grandes familles d’analogues €A dans le but d’optimiser son activité
contre la leucémie myéloide chronique mais aussireod’autres hémopathies malignes,
notamment le syndrome myélodysplasique. Nous aompitins €également de conserver le

mode d’action présenté par I'ACA.

Dans le cadre de la synthése de nos deux sériealafmes, nous avons choisi de remplacer
le noyau imidazole trisubstitué de 'ACA (AICAR) pan noyau 1,2,3-triazole trisubstitué
(Figure 6). La chimie des 1,2,3-triazoles est dptgilus accessible et plus modulaire. De
plus, notre équipe a développé deux méthodologimaht un acces simple et rapide aux
1,2,3-triazoles trisubstitué€ette option synthétique devrait permettre déetesne grande
variété de fonctionnalités au niveau des troistpos 1, 4 et 5 du triazole et conduire ainsi a

une étude détaillée de la relation structure-deétivi
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L'imidazole sera remplacé

> par un 1,2,3-triazole.

Figure 6 : Structure de 'ACA (AICAR, aminoimidazol e-carboxamide-ribosyl)

La chimie des 1,2,3-triazoles étant au centre getre@aux de recherche, le chapitre suivant
comportera une synthése bibliographique autountthodologies donnant acces a ces unités
ainsi que leurs mécanismes réactionnels. Il inciégalement une nouvelle méthode de

synthese, développée au cours de cette these mdmtaacces aux 5-alcynyl-1,2,3-triazoles.
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2. Chapitre 2

La chimie des 1,2,3-triazoles
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2.1. Lacycloaddition 1,3-dipolaire

En 2001, Sharpless a conceptualisé une chimie guilalifiée de « clic ». Elle désigne des
réactions devant remplir certains criteres dontbtBation d'un trés bon rendement,

l'utilisation d’'un solvant bénin tel que I'eau, talérance vis-a-vis d’un grand nombre de
fonctionnalités, I'absence de sous produits ouélimeination facile -non chromatographique-

de ces derniers, des conditions réactionnellesatoet une applicabilité a petite comme a
grande échellé®. Bien qu'il soit difficile de satisfaire cette tésd’exigences, un nombre non

négligeable de réactions clic a émergé. On peust aiter les ouvertures de cycles (époxydes,
aziridines...) par attaque nucléophile, les réactianec carbonyles de type non aldol

(formation d’urées, oximes, hydazones) et les aditsur liaisons insaturées C-C telles que
les additions de Michael (Tableau 5). Parmi cesti@as clic, on compte aussi les réactions
de cycloadditior™ telles que la cycloaddition de Diels-Alder [4+2]la cycloaddition 1,3-

dipolaire [2+3]. Cette derniére sera détaillée damgui suit™.

Tableau 5 : Exemples de réactions clics

Ouverture d'époxydes ou d’'aziridines pe H* ®
iy N )‘()k — s W
addition nucléophile : *Nu
Addition sur liaisons insaturées C-C _ ResH o]
1
— RS/\)LR1
(additions de thio-Michael) : 0~ R
Réactions avec carbonyles de type non XR
_ i _ o) N~
aldol (formation d'urées, oximes, )J\ N RX/NHZ -RyH )I\
R
hydazones) : Ri 2 RO R
X =0, NR, etc.

2.1.1. Cycoladdition de Huisgen

En 1963, Huisgen a mis au point une fusion therraatee les dipbles-1,3 (azoture, oxyde de
nitrile, diazoalcane) et les dipolarophiles (alceradcyne, carbonyle, nitrile) donnant

directement accés a divers hétérocycles a cinaehsi(Figure 752
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Figure 7 : Cycloaddition 1,3-dipolaire

La cycloaddition [2+3] qui a suscité le plus d'ir@€est celle qui fait la connexion entre un
alcyne et un azoture conduisant aux 1,2,3-triaz@ass le cas ou I'alcyne est dissymétrique
(ex : alcyne terminal), la réaction donne un métadg deux régioisomeres : 1,2,3-triazole-
1,4/1,5-disbstitués (Figure 8). Ceci est d0 a latdhdempérature requise et a la similarité
énergétique des orbitales HOMO et LUMO pour chadas deux substrats (alcyne et

triazole).
Ri< Ricy-N
R >100 °C NN N"
NG T+ H=R, N + ~
3 qq heures a qq jours Rz
R2
Régioisomére 1,4 Régioisomére 1,5

Figure 8 : Mélange des isomeres 1,2,3-triazoles-114b-disubstitués

Malgré I'attrait synthétique que présente cettetien, pendant des décennies, il ne lui a pas
ete porté l'intérét escompté notamment pour desonai de sécurité qualifiees par Sharpless
d’'« azidophobie» (I'azoture ayant un caractere inflammable/explol a ainsi fallu attendre

la mise au point de conditions plus douces pourcgtte transformation conn(t le succes.
2.1.2. Cycloaddition catalysée au cuivre (CuAAC)

Des travaux réalisés séparément par Mettiat Sharplesd* ont montré que cette formation
de triazoles pouvait s’affranchir de la haute terapge appliquée par la méthodologie de
Huisgen. Comme les conditions réactionnelles dedBahcluent un support solide et que
nous nous intéressons dans le cadre de ce trawailéactions en milieu homogéne, nous
allons nous focaliser sur la proposition de Shaml€ette dernieére s’appuie sur une catalyse
au Cuivre (I) qui accélére la cinétique réactiolndld’ fois par rapport aux conditions de

Huisgen®®, élimine la nécessité de chauffer et donne aca&ggioisomére 1,4-disubstitué-
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1,2,3-triazole de facon exclusive (Figure 9). Evarehe, cette cycloaddition azoture-alcyne
catalysée par le cuivre (CUAAC) n’est applicabl&égies alcynes vrai€eci est expliqué par

le mécanisme de la réactiocf.(paragraphe 2.2.1). L’éco-compatibilité du solvdiatysence

de sous-produits, la tolérance d’'un grand nombrdodetionnalités (I'azoture et I'alcyne
peuvent tous deux présenter une variété de préprgtériques et électroniques sans que cela
n'affecte le fonctionnement de la réaction), laioéglectivité et les rendements élevés

conférent a la CUAAC la qualité de réaction clic @ecellence.

CuSQy4, 5H,0 (1 % mol) R
1IN
_ Ascorbate de sodium (5 % mol) N N
N3/ + H— R2 — N
tBuOH/H,O : 1/2, t.a., 8h

R

Régioisomeére 1,4

Figure 9 : Cycloaddition 1,3-dipolaire entre un algne et un azoture catalysée au Cuivre CUAAC

2.2. Description détaillée de 1a CuAAC

2.2.1. Etude mécanistique

Le cuivre est un métal de transition doté de péi@s uniques tels que des potentiels rédox
bas : 0.159 V pour GI/Cu* et 0.520 V pour CUCLL, un effet de « rétro-donation » faible,
une tendance a former des agrégats polynucléameschange rapide au sein de sa sphére de
coordination et une possibilité de réaliser a ia ftes liaisons et 1. Ceci lui confére une
réactivité lui permettant de catalyser des réastimnpossibles a conduire avec les autres
meétaux de transition Ag(l), Pd(0/11), Pt(Il), Auigl), Hg(ll). C’est notamment valable pour la
cycloaddition d'alcyne terminal et d’azoture donnaocés aux 1,2,3-triazole-1,4-disubstitués
3% Cependant, ces mémes propriétés induisent, damsilleu réactionnel, un équilibre
dynamique entre plusieurs especes réactives ddentité et la nucléarité sont difficiles a
identifier. Pour cette raison, le mécanisme de IAAC a été particulierement difficile a
élucider. Dans ce contexte, plusieurs études metiguees (étude computationnelle, étude
cinétique, caractérisation d’intermédiaires réamstis, enrichissement isotopique) ont été

réalisées.
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a) Premiére proposition mécanistigue

Des calculs de DFT (théorie des fonctionnelles alelénsité) ont permis d’élaborer une
premiére approche mécanistique. La mesure deseéelemriénergétiques indique que,
contrairement a la cycloaddition 1,3-dipolaire thale qui est concertée, la CuAAC se
déroule pas & pas Pour décrire ce mécanisme, nous prenons comnmepée® 'alcyneA et
'azotureB (Figures 10 et 11).a premiére étape consiste a échanger un ligarypde« L »
dans la sphére de coordination du €ua complexer I'alcyné ; complexel (Figure 10).
Ceci diminue le pKa du proton acétylénique de 1@ésnfacilitant la déprotonation et la

formation de l'acétylure de Cuivr. La nécessité de déprotoner I'alcyne pour fornaer |

liaisono C-Cu expligue 'utilisation exclusive d’alcynesrn@naux

S A
R1 H ( ) CULn_1

lcut,] ¥> [Fg—*L—H]+ — > R—=—Cul,,

1

Figure 10 : Formation de l'acétylure de cuivre

L’étape suivante se présente comme un deuxiemeng@eldans la sphere de coordination du
cuivre conduisant a une coordination avec lI'azo®ydlll , Figure 11). Cette coordination
induit une activation nucléophile au niveau declhale et une activation électrophile au
niveau de l'azoture, de facon concomitante. Cendad a la formation de la premiéere liaison
C-N avec I'atome d’azote, ce qui généere le métgléaa six chainon$V caracterisé par une
haute contrainte stérique et un degré d’oxydatienidpour le cuivre. Le relachement de
cette tension cyclique est énergétiguement faverablconduit au Chtriazolyle V, un
intermédiaire clé qui a pu étre isolé dans le caxafures organiques présentant un
encombrement stériqué Le produit désiré est enfin obtenu par proto-géation. L'atome

de cuivre, étant sous I'état d’oxydation (I), estn@auveau engagé dans la méme suite

réactionnelle ce qui fournit un cycle catalytiqéég(re 11).
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Figure 11 : Premier cycle catalytique proposé poula CUAAC

b) Proposition mécanistigue revisitée

La premiere approche mécanistique a été revisitieavars des études cinétiques montrant
une dépendance de second-ordre par rapport & kemation du catalyseu¥, ce qui
suggérait, en dépit de la non homogénéité du pecofidtique, la présence d’'un acétylure de
cuivre di-nucléraire. Cette proposition a été caé® par de nouveaux calculs DFT qui ont
mis en évidence une baisse de I'énergie d’actimatio faisant intervenir un deuxieme noyau
cuivreux 3**° Par ailleurs, des investigations autour de corgsleacétylures de cuivre
polynucléaires (et en particulier tétra-nucléaires) montré que ces derniers étaient moins
favorables que les bi-nucléaird® Pour appuyer ces résultats, des expériences tént é
réalisées par le groupe de Fokin en 2613 'une d’elles consistait & mettre en présence un
acétylure de cuivre stable préalablement prépan@etjuantité stcechiométrique d’'azoture en
y additionnant ou non un catalyseur cuivreux suppléaire. Dans le premier cas, une

conversion totale a été observée, tandis que dagkeuxiéme la réaction n'a pas eu lieu.

38



L’ensemble de ces éléments met en évidence limfitinc de deux noyaux cuivreux dans le

mécanisme réactionnel de la CUAAC (Figure 12).

Dans cette mise a jour mécanistique, le premiedysdur forme I'acétylurd ( Figure 10)Vvia
une liaisono. En s’associant a I'acétylure de cuivre par uaésdnTt le deuxiéme noyau
cuivreux stabilise le premier par effet donndur Figure 12). Apres la formation de la liaison
C-N (1), la charge négative de I'atome d’azote 3 estiligéb par les deux noyaux cuivreux
qui, a ce stade, peuvent s’échanger entre Bdx S’ensuit la formation de la deuxieme
liaison C-N générant le Cu-triazolyM. Enfin, par proto-décupration, le produit désist e
obtenu accompagné du complexe cuivreux. Ce demseralors réinjecté dans le cycle

catalytique représenté ci-dessous (Figure 12).

N_. R
Né/Nk
—
H
Rq R—=—H H* [Cul®
H+
[Cu] N S Ri—==—[Cu%,]
H* I
N-y-R
NN
N, [CuLy M
|
V 1 [CU] B R»]___'__[Cual_n_d
® No
(,,N
N” \' <
[Cu] R Ny~
NN [CuPL,]
N ‘\/\[CU] //
=&/ «——— R—=—Cul,,
R [Cu]
v m

Figure 12 : Nouveau cycle catalytique de la CUAAC
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2.2.2. Le couple catalytique Cu!-Ligand

Les potentiels redox du Cuivre [0.159 V pour@Qu’ et 0.520 V pour CUCL] témoignent

de linstabilité thermodynamique du Cqui peut facilement s’oxyder en Eou se dismuter
en CU et CU. Par conséquent, son utilisation requiert des itiond inertes. Pour
s'affranchir de cette contrainte, la CUAAC s’appsie la réductiorin situ du Cd' en C
grace a I'action de lI'ascorbate de sodium. Bien cptee méthode soit efficace, elle a montré
certaines limitations. Sur un plan synthétiquesyistétme Cliascorbate échoue a catalyser la
formation des 1,2,3-triazoles 1,4-disubstitués poentains substrats tels que les azotures
fluoro-alkyles*2. Sur un plan applicatif, le systéme'Gascorbate s’est révélé inefficace dans
le cadre de la bio-conjugaison pour trois raishagoremiére est en rapport avec I'aérobie des
milieux biologiques : comme dans ces conditionSukgénéré s'oxyde rapidement, une plus
grande quantité de et d’agent réducteur est nécessaire. Or, lesrédlscteurs tels que
I'ascorbate de sodium peuvent interagir avec legépres chaines induisant des altérations au
niveau de la structure de 'ADKF. La deuxiéme raison est d’ordre cinétique : la BGA
catalysée par le systéme de Sharpless n’est pagatibhe avec la cinétique requise pour la
conjugaison en milieu biologique. Enfin, la troisie raison est en rapport avec la toxicité du
cuivre en milieu cellulairé®. Pour circonvenir ces limitations, des travausset inspirés de
I'activité catalytique des métallo-enzymes qui fomtervenir le Clien lui fournissant un
environnement de coordination adapté®*’ Pour mimer cette enveloppe de protection, il a

été proposé I'utilisation de ligands pouvant :

> Stabiliser I'état d’'oxydation + | pour éviter 'oggtion et la dis-mutation.

> Protéger la sphére de coordination du cuivre peiterela formation de complexes
polynucléaires (agrégats) inactifs tout en permetid’azoture d'y accéder.

» Offrir une bonne densité électronique au cuivrerpate meilleure réactivité sans

perturber son état d’oxydation.

Grace a son caractére acide de Lewis intermédiaing-dur a Ilégérement mou, le cuivre est
potentiellement compatible avec différents typesighnds. Ainsi, un large panel de ligands a
éte investigué. Cependant, ces travaux ont étsédalans des conditions réactionnelles tres
différentes les unes des autres, ce qui a complageémparaison des résultats obtenus. On

peut, néanmoins, définir deux classes de ligand®drasant sur leur caractére donneur.
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a) Ligands mous:

Cette classe inclut une variété de ligands tels lggephosphines, nitriles, guanidines,
imines, thiols, halogenes. Elle est subdivisée eoxdsous-classes. La premiéere est
caractérisée par une labilité prononcée et doncpuoiection marginale de la sphére de
coordination du Cuivre (ex : halogéne). La deuxieseedistingue par une liaison forte

48) )

avec le Cuivre, ce qui inhibe I'activité de ce derrfex : nitrile™). Dans les deux cas, ces

ligands ne sont pas assez favorables a la réaction.

b) Ligands durs:
Cette classe est dominée par les amines qui saygntent utilisées en raison de leur

double fonction base-ligand. Le caractére basidie ala déprotonation (surtout dans les
solvants organiques) tandis que son potentiel télgprévient la formation d’agrégats,
facilite la coordination de I'azoture au cuivrefavorise la solubilité du complexe. On
peut citer plusieurs exemples d’amines tertiainggifemment utilisées telles que la
triethylamine, la N,N-diisopropyléthylamine, la 2,6-lutidine, etc. La TB
(tris(benzyltriazolyl)méthylamine) (Figure 13§ est particuliérement intéressante pour
des applications de bio-conjugaisBnSon efficacité est attribuée & son caractéref@ida
mou (faible potentiel de liaison de ses « brast>gue (effet donneur de I'atome d’azote
central).

Figure 13 : Structure de TBTA

Formation de 1,2,3-triazoles-1,4,5-trisubstitués

En catalysant les réactions CUAAC par un coupléli§and dans des solvants organiques

non désoxygénés, plusieurs types de produits sagesdortant un noyau 1,2,3-triazole ont

été observés (Figure 14) : le 5-hydroxy-1,2,3-tiaa), le 5-alcynyl-1,2,3-triazoleb] et le

bis-1,2,3-triazoled) *°. Un quatriéme sous-produit a été répertorié damss$ particulier ou le
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catalyseur utilisé est I'iodure de cuivre. Il stadu 5-iodo-1,4-disubstitue-1,2,3-triazdle)
051 (Figure 14).

N~ N~ N=N N~
SN SN ! SN
R1 N% R1 N/ R1/N / R2 R1 N>¢k
R2 Rz R
HO '
// R1\N\ AN RZ
R2 N_N
a b c d

Figure 14 : Produits secondaires des CUAAC

La possibilité d’accéder aux 1,2,3-triazoles tritithés en une seule étape a partir de
l'azoture a inspiré différents groupes. Ainsi, demireux travaux ont été réalisés pour
transformer ces produits minoritaires en produiéggomitaires.

Nous allons ici nous intéresser particulierementrm@thodologies de synthese donnant acces
aux produitsb etd car les analogues de I'ACA que nous décrirons desmghapitres 3 et 4

feront appel a ces voies de synthése.
2.3.1. 5-iodo-1,2,3-triazole (d) :
2.3.1.1.  Méthodologies de synthese

En s’appuyant sur le mécanisme de la CUAAC, iléastiggéré que le 5-iodo-1,2,3-triazole

provenait du piégeage de I'intermédiaire réactib@hetriazolyle dont le carbone en position

5 posséde un caractére nucléophile (Figure®15Fe piégeage pouvant théoriquement étre
étendu a divers électrophiles, de nombreux travantxété réalisés pour fonctionnaliser la

position 5 non seulement par dmiais par différents groupements déficients ertréles.

2N

R1\N’N\\N » R1\N \N
&5 y—( + Ef —» \—o{
Cu R2

E Ry

Figure 15 : Piégeage électrophile du carbanion eropition 52
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En 2005, Wu et ses collaborateurs ont publié unthadélogie pionniére fonctionnalisant la
position 5 par différents électrophiles’; allyl*, PhC(OJ, CHsC(O)" (Figure 16). Le systéme
décrit pour cette transformation fait appel au d¢eu@ul/NEg en présence de réactifs
électrophiles de type RX (ICl, allyl-Br, PhC(O)CGHsC(O)Cl) *2. En dépit de son
innovation, ce travail présente trois inconvéniamgeurs : la faiblesse des rendements, la
nécessité d’employer une quantité stoechiométriqueuvre et l'utilisation du composé,
particulierement toxique ICI pour l'iodation. Cexincité différents groupes a rechercher des

meéthodologies alternatives.

Cul (1 equiv.), EtsN (1.2 equiv.)
ICI (1 equiv.), THF N 54819

P R-N
Z + R =l
R1/ N3 THF, t.a., 20h Rq

Cul (1 equiv.), EtsN (1.2 equiv.)

R,-X (1.25 equiv.), THF RZ—NQ 27-63 %
THF, ta., 20h R, O

R, = allyl, PhC(O), CH5C(O)

Figure 16 : Méthodologies de Wu

Ainsi, plusieurs systemes ont été développés 088,de groupe de Zhang a mis au point une
méthode faisant appel a I'iodure de cuivre en présale NBS N-bromosuccinimide) et de
DIPEA (N,N-diisopropyléthylamine¥. Deux ans plus tard, I'équipe de Dzyuba a propesé
couple Cul-DMAP (4-diméthylaminopyridin€f et en 2012, le groupe de Zhu a décrit un
systtme générant le Cin situ: & partir de Cu(Clg),.6H,O/Nal/DBU (DBU : 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-énef>°® (Figure 17, voie a). Bien qu'efficaces, ces
méthodologies sont fonctionnelles uniquement pboddtion, exceptée la méthodologie de
Wu qui permet l'introduction de fonctions allyles acyles mais malheureusement avec un
faible rendement. En 2009, notre groupe s’estést® a ce probleme et a mis au point des
conditions réactionnelles permettant la fonctiorsadion de la position 5 avec une plus
grande variété d’électrophiles {CBr", I', 4-Me-GH4CO", PhSé). Les rendements obtenus
sont meédiocres a bons (30-87%). Le systeme déaut pette transformation fait appel au
couple Cul/DIPEA en présence d'un électrophileygetRX (NCS, NBS,, PhSeBr, 4-Me-

CsH4C(O)CI, etc.)® (Figure 17, voieb). Bien qu'offrant une voie d'accés a des 1,2,3-
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triazoles trisubstitués et en particulier, aux &eid ,4-disubstitué-1,2,3-triazoles, I'ensemble
de ces méthodologies présente un inconvénient majelles ne résolvent pas la
problématique initiale de la quantité stoechiomégige cuivre décrite par Wu. En 2005, le
groupe de Kuijpers® a proposé une solution pour s'affranchir de cettetrainte. Il a montré

gu’en remplacant un alcyne terminal par un halgscye 5-halo-1,2,3-triazole pouvait étre

généré avec une quantité catalytigue de cuivigure 17, voie). Ainsi, il a synthétisé des 5-

bromo-1,2,3-triazoles avec seulement 40 mol% delyseur mixte CUCU'. En 2009,
I'équipe de Fokin a réussi a réduire davantageiéatité de cuivre requise ; elle a obtenu des
5-iodo-1,2,3-triazoles avec 5 mol% de'TTTA (TTTA : (tris(4-triméthylsilylméthyl-1,2,3-
)59

triazolylméthyl)amine)™. Cette nouvelle cycloaddition faisant interveniodoalcyne a été

baptiséeCUuAAC (iodoalkyne version of the copper-catalyzed azidessd cycloaddition

I/ — R
Ny Cu'X/ Ligand c) X——Ry > X 1
R
JR— + ,N\\N
b) HTR1 + R2X (R2 )‘ R‘N>/k
R
R,

Figure 17 : Voies de fonctionnalisation de la posdn 5

D'autres méthodologies existent pour insérer untéphile en position 8°1%? mais dans le
cadre de notre projet de recherche, nous nous ssmesgeints a celles qui s’apparentent

directement a la CUAAC et qui sont réalisées dasssdlvants organiques.
2.3.1.2. Description mécanistique

Suivant l'utilisation d’'un alcyne terminal ou unlbalcyne, il a été proposé deux mécanismes

différents.

a) Alcyne terminal (Méthodologie M1)
Pour les réactions faisant intervenir des alcymawihaux, le piégeage du Cu-triazole par un
électrophile est généralement adfig>°">*>>%% Ainsi, pour cette méthodologid(), il a

été proposé un mécanisme similaire a celui de IAAQuUavec un piégeage du compdsé
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(Figure 18) par toute espéce électrophile présefaes le milieu (1, H'...), dou
'observation du sous-produit 1,2,3-triazole-1,4utistituéD en plus du produit d’intérét
1,2,3-triazole-1,4,5-trisubstitUe.

Ren™oN  Hr Riey o

[
R,—=—H L, R,—=-1cu| R_> 5—>_< — H D/ Proto-triazole
[Cu] H R
C/ Cu-triazole R N
=N °N
H E/ E-triazole
E R,

Figure 18 : Premier mécanisme pour les réactions ipliquant des alynes terminaux

a) lodo-alcyne (Méthodologie M2)
Concernant la méthodologie faisant intervenir ldealcyneF, deux voies réactionnelles ont
été proposées. La premiére (Figure 19/ vo@ est similaire & une CUAAC classique, & ceci
prés qu'en début de réaction, deux étapes supptéairesnsont requises pour déhalogéner
l'iodo-alcyne et former I'acétylure de cuivieOn retrouve ensuite les étapes habituelles de la
CuAAC qui donnent le 5-Cu-triazolylg. Ce dernier est subséquemment transformé en 5-
iodo-1,2,3-triazolevia une métathése de sa liaisanC-Cu avec un autre équivalent
d’'iodoalcyne. La deuxiéme voie (Figure 19/ vbiedébute avec I'activation de l'iodoalcyne
par le cuivre donnant le complexe Il . Ce dernier réagit avec I'azoture pour former le
complexelV. S’ensuit une cyclisatiovia un intermédiaire de type vinyl-cupratequi génére
liodo-triazole et le Cl Remarquons que cette deuxiéme voie se caractgdsela

conservation de la liaison C-I de I'iodo-alcynettau long de la réaction.
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Figure 19 : Le double cycle catalytique des réactis impliquant les iodo-alcynes comme réactif

b) Discussion mécanistique
Telles que présentées plus haut, les voies méicarastdes deux méthodologied (Figure
18) etM2 (Figures 19) semblent indépendantes. Pourtariéreliftes études expérimentales

ont mis en évidence des éléments pouvant soutettiebe d’'un mécanisme commun.

v" L'iodoalcyne est observé dans le cadre de la mélbgie M1

En partant d'un alcyne terminal, plusieurs groupes noté la présence récurrente, dans le
milieu réactionnel, de I'iodo-alcyne correspondaht®® Ceci laisse supposer que méme
dans le cas d’alcynes terminaux, la vbi@résentée pour la méthodolog#? (Figure 19)
pourrait étre envisageable. Elle serait précédaaedétape supplémentaire visant a former
I'iodo-alcyne (Figure 20).

Cycle catalytique
de la voie b

Ry

Figure 20 : Voie b potentiellement commune aux deuméthodologies M1 et M2
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v" La méthodologieM1 nécessiterait seulement une quantité catalytieusudre

L’élément fondamental qui nous conduit a proposauxdmécanismes différents pour les
méthodologiegVil et M2 est la quantité stoechiométrique de cuivre requiéses le premier
cas face a son utilisation catalytique dans le @@ Or, plusieurs observations indiquent

gue la méthodologi®1 ne devrait nécessiter qu’une quantité catalytagieuivre.

La CuAAC qui est identique a la méthodolodifl en tout point sauf pour la nature de
I'électrophile inséré (H1"), nécessite seulement une quantité catalytiqueuiere (Cf.
Paragraphe 2.2.1). Dans le cas de la méthodolddiele CU devrait aussi pouvoir étre
récupéré et réinjecté dans le cycle catalytiquesaprodo-décupration, comme c’est le cas

apres la proto-décupration de la CUAAC (Figure 21).

R N
N//N\N/ LZ, Ry H Gy
: N s
[Cu] B R .
; RS E I
*\_<~—~>< ~~~~~~~~~~~~~~~~~ ;
N3/R -

Figure 21 : Cycle catalytique théorique pour la métodologie M1

Plusieurs éléments expérimentaux soutiennent theise :

1/ En 2008, I'équipe de L¥* a montré que le couple NBS/Cul ne donnait pasrdenb-
triazole mais l'iodo-trizole. De plus, elle a najée l'efficacité du couple NBS/Cul pour
'obtention de l'iodo-triazole était supérieure alle du couple NIS/Cul. Ceci permet de
conclure que la source dén’est pas le NIS comme on pourrait le penser reaSul. La

quantité stoechiométrique de Cul serait donc néicessa la formation d’'une quantité

stoechiométrique de I'électrophil€) et non une guantité steechiométrique de Cu

2/ En 2009, notre équip? a testé différentes sources potentielles’der y additionnant une
guantité steechiométrique de Cul : NIg1, 2 ou 3 équivalents),/CAN : 2/1 (CAN : Nitrate
d’ammonium cérique) et/IBD : 2/1 (IBD : lodosobenzene diacétate) (Tabléau
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Tableau 6 : Optimisation des conditions réactionnés pour I'obtention du 5-iodo-Triazole

Entrée alcyne/Cul/DIPEA Source de 1/ Rendement

(équiv) Oxydant (équiv.) (%)

1 2:25 b (1) 21

2 2235 b(3) 64

3 1.2:1.2:5 [,/CAN (2 :1) 83

4 1.2:1.25 1,/IBD (2 :1) 90

5 1.2:1.2:15 NIS (1) 39

6 1.2:1.2:15 NIS (3) 74

Nous remarquons que les meilleurs rendements santi$ par les couples/CAN et L/IBD
(entrées 3 et 4), tandis qu'avec un équivalent dentrées 1 et 2) ou de NIS (entrées 5 et 6),
le rendement est médiocre. Ceci laisse penseragigeactifs ne fournissent pas I'électrophile
(") mais jouent plutét le role d’oxydants pour tramsfer le 1 provenant du Cul en’|
(équation redox présentée ci-dessous). Ceci solitigpothese proposée ci-dessus, a savoir :

la guantité stoechiométrique de Cul serait nécessairla formation d'une quantité

stoechiométrique de I'électrophilé) ket non une quantité stoechiométrique du catalySdur

3/ Bien que plausible, I'explication fournie ci-dessne peut justifier I'utilisation d’'une
quantité sur-steechiométrique (2 équivalents) dereypour la réaction de ZHi. En effet,
cette derniere fait appel au systeme suivant : Qy),.6H,O/Nal/DBU : 2/4/1) ou le
Cu(ClQy), ne peut évidemment pas étre une source .dees auteurs expliquent, que dans
leur cas, la grande quantité de'@st nécessaire & I'oxydatiomsitu du I (fourni par Nal) en

I (équation redox présentée ci-dessous). Et ilsnadiit que pour diminuer la quantité de

cuivre, il suffit de trouver un oxydant alternatif

P e o

i Nal et CU/ Equation redox suivant@Cu® + 3I'= 2Cu" + I3
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c) Proposition mécanistique

Au vu des éléments présentés ci-dessus, on peisagny que les deux voies réactionnelles,
celle partant de l'alcyne terminal (méthodolodil) et celle partant de liodoalcyne
(méthodologieM2), reposent sur un cycle catalytique commun (@iEigure 22), avec une
étape supplémentaire, dans le kHs visant a former I'iodo-alcynE. Par ailleurs, comme la
méthodologieM1 présente la possibilité d’insérer d’autres typésedtrophiles (H, RC(OY,
RS€), on peut suggérer pour cette derniére un deuxiéyoke catalytique de type CUAAC

(voie b, Figure 22). Celui-ci serait en compétition aveudée a.

Voie b Voie a
Cul
[Ox] |

N;?k
E/H I* +B BH*
R

1 R{—=——Cu4L,.
1 n-1 [CuT] (@N NO
N” !
/R
R R N I
NN @ No [CuL] Ry !
N N
o \\/[/,CU] A \ R
=<3 N-N
R, [Cu] ‘) [CubLy] N \‘@
\ R1 i CUaLn_1 N~ .R = [CU]
AN R{
N |
>/K|
R4

Figure 22 : Mécanisme global- insertion d'un électphile en position 5 des 1,2,3-triazoles

2.3.2. 5-alcynyl-1,2,3-triazole

Aprés avoir décrit les voies d’acces aux 5-iodgdtiBiazoles, nous allons maintenant
présenter les voies d’acces aux 5-alcynyl-1,2gtlies ainsi que I'apport de notre laboratoire
sur ce sujet. Rappelons que nous nous intéressms Aclasses de produits car les analogues

de I'ACA que nous décrirons dans les chapitres 34eferont appel a ce type de
fonctionnalisation.
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2.3.2.1. Bibliographie

i Méthodologie de synthese

En 2006, I'équipe de Porc¥ a développé une méthodologie permettant I'accés Sau
alcynyl-1,2,3-triazoles, initialement décrits comreeus produits de réaction clfé. En
etudiant I'effet des ligands sur la solubilité @esalyseurs cuivreux, Porco a en effet observe,
de fagcon surprenante, la formation de 5-alcyny|3tiflazoles. A travers une optimisation des
parameétres réactionnels, tels que la source deeceivla nature du ligand, I'équipe a pu
favoriser la formation du produit 5-alcynyl-1,2j8arole par rapport au 5-proto-triazole
(Figure 23). Les rendements de I'exemplificationlaeéaction (R = CH;OCH,, nPr, Ph)
varient entre 31 et 68% et la formation concoméadti 5-proto-triazole n’a pas pu étre

circonvenue.

CU(CH3CN)4PF6 R1\
(0.2 equiv.) “N
N,N-dimethylethylene-

diamine (0.2 equiv.) // R
NMO (0.1 equiv.) R, 2
DIPEA (1 equiv.)

CH.ClI; t.a., air 31-68%

R1/N3 + R,—=——H

Figure 23 : Méthodologie optimisée de Porco

Bien que nous ayons ici la premiére méthodologigrfissant des 5-alcynyl-triazoles comme
produits majoritaires, les rendements obtenus swoédiocres a moyens. De plus, il est
intéressant de noter que cette réaction semblesébstrat-dépendante. En effet, les auteurs
ont remarqué que la formation des 5-alcynyl-triagoétait favorisée par I'utilisation d’un
azoture a-hydroxylé. lls expliquent cette observation par dhaélation du cuivrevia
I'hydroxyle (Figure 24).

Rz

A\
H\O/CU% 2
N

©/O\)\/N\N//

Figure 24 : Chélation du cuivre par le groupement fadroxyle
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Deux autres groupes ont essayé d’améliorer le readede cette réaction et d’étendre la
réaction a une plus grande variété de substratpreémier, le groupe d’Alonso, a développé
une méthodologie s’appuyant sur le catalysewOCdans le MeOH et fournissant des 5-
alcynyl-1,2,3-triazoles (Figure 25-haut) avec demdements allant de 50 & 9% Le
deuxiéme groupe de recherche est celui d&19 Il a mis en place un systéme associant le
bromure de cuivre et la base inorganigue KOH. lersdements associés a cette réaction
s’échelonnent de 64 & 77% (Figure 25-bas).

Systéme d'Alonso ef al.
0,
. X, Ry—=—H Cu,0 (1 mol /o')
1 NaNj; (1.2 equiv.)
X =Br, Cl MeOH, t.a., 50-90% R1\N’N\
I ‘N
=
z
Systéme de Li et al. R 7 Rz
N __ . _CuBr (10 mol%) 2
R 3 + R2 — -
1 KOH (2 equiv.)
EtOH, 60 °C, 64-77%

Figure 25 : Les systémes catalytiques d'Alonso eed.i

il Etude mécanistique;

Les investigations mécanistiques réalisées pargtesipes de Porco Jr., Alonso et Li,
s’accordent sur I'importance de I'oxygene pour&eéaction. lls ont constaté I'impossibilité
de synthétiser le 5-alcynyl-triazole sous atmospleerte. Par ailleurs, dans des conditions
aerobies, le couplage de Glaser (formation de djyast envisageable. Ainsi, les auteurs ont
évalué la possibilité de cycloaddition entre untamoet un diyne comme moyen d’acces aux
5-alcynyl-1,2,3-triazole’. Il s’est avéré que cette derniére (Figure 26:@git pas efficace
dans les conditions mises au point par les tromumgs de recherche. Ce résultat était a
prévoir car les cyloadditions azoture-homodiynefosé dans des conditions drastiques avec,
notamment, des températures se situant entre 80GtC °. Une deuxiéme possibilité
correspondant a un mécanisme séquentiel CUAACigled€-H activation a été étudiée.
Cette hypothése a aussi été invalidée suite ad@dk formation du 5-alcynyl-triazole a partir
du 5H-triazole et d’alcyne (Figure 26-p}°"°3
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a
N + R,———=—-R, )
R4 Conditions standars de Ric, _N
Porco, Alonso ou Li N “N
» -
R1\ ~N // RZ
N \\N R2
=~ + R,——== _b) |
Y 2
Ry

Figure 26 : a/Cycloaddition azoture-diyne et b/C-Hactivation

Ces deux hypotheses étant éliminées, les autetirsuggéré que le couplage oxydatif était
préalable a la derniere étape conventionnelle dEUAAC (proto-décupration). Dans les
conditions appliquées par ces groupes, le triaznlgratel serait donc un intermédiaire
commun qui, selon I'atmosphéere du milieu réactidrforygénée ou pas) peut étre piége par
un proton ou se complexer a une deuxieme molécaleyde etin fine conduire au 5-
alcynyl-triazole. Cette proposition a été conforfgg I'observation unanime suivante : en
présence d’oxygeéne, le produit majoritaire est {alcynyl-triazole tandis qu'en milieu
désoxygéné, le 5-proto-triazole passe de produibritaire a exclusif. D’autre part, comme
I'élimination réductrice n’est pas favorable engeéce de Cu(intermédiairell ) ™, ils ont
proposé une étape d’oxydation supplémentaire ceadtiau Cll (intermédiairelll ) avant
I'obtention du 5-alcynyl-triazole (Figure 27).

N R P,
N-N : :
= N ' CUAAC |
H* >)\H --------- ’
Ny R Ri
N _ |
= R el .
IZ)\[CU'] . N',N‘N : CuAAC- :
" L . N  Couplage oxydatif
R1 \ R1 """""""""
R{CCH
- [Cu'] T
N o MR
IZ%\[CU”] — R, Fz/k[cm”] =
1 1
| 1}

Figure 27 : Cu-triazole intermédiaire commun potentel a la CUAAC et CUAAC-couplage oxydatif
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2.3.2.2. Travaux réalisés dans le cadre de cette these

En dépit des rendements appréciables énoncés aluisihétait nécessaire, dans le cadre de
notre projet, de développer une nouvelle méthodelogn effet, pour trois différentes
raisons, les méthodes de Porco, Alonso et Li nhast été efficaces pour nos substritd.a
méthode d’Alonso génere l'azotune situ via une substitution nucléophile halogéng-&l
partir de I'halogénure correspondant. Or, une geapartie de nos produits porte un motif
ribosyle et ne peut donc pas suivre ce schémaioaaet. 2) La méthode de Li nécessite un
chauffage a 60 °C incompatible avec la plupart ae gdomposés pour des raisons de stabilité.
3) Bien que non optimale, la méthode de Porco nesepté théoriguement pas
d’'incompatibilité avec nos substrats. Nous I'avdosc testée mais elle n’a malheureusement

pas permis de donner les produits d’'intérét.

i. Méthodologie de synthése

Dans le cadre de nos travaux d’optimisation, namaia utilisé le 2-(azidométhyl)naphtalene
et le propiolate d'éthyle comme substrats modeNsus avons étudié les parametres
suivants : la source de cuivre, son état d’oxydatia nature de lI'oxydant, la nature du
ligand/base et le nombre d’équivalents d’alcyneb(@au 7). La stcechiométrie de chaque

compose et la nature du solvant ont égalementédéces.

Notre méthodologie s’est appuyée sur une premigsergation : sous atmosphére ambiante,
un exces d’alcyne conduit au 5-alcynyl-1,2,3-trlazoomme produit secondaire marginal
(Tableau 7, entrée 1). Sachant, de par la littéeaigue ce produit est favorisé en conditions
oxydantes, nous avons commencé par tester difemdants (entrées 2 a 9). Le meilleur
ratio 5-alcynyl-triazole/proto-triazole3{(3’) ayant été obtenu avec le peroxyde d’hydrogene,
ce dernier a été conservé pour la suite de 'opaition. Nous avons ensuite évalué I'effet de
la stoechiométrie de cet oxydant sur le r&i®’. Il s’est avéré que l'abaissement de la
steechiométrie a 1 équivalent par rapport a I'aeotitait nuisible a ce ratio (entrée 8). En
revanche, une augmentation a 5 équivalent a petenfaméliorer (entrée 9). La DIPEA a été
utilisée a la fois comme ligand et base d'ou leaxdéquivalents additionnés au milieu
réactionnel. Bien qu’il n'y ait pas de différencetable au niveau du ratio quand un seul
équivalent de DIPEA est employé (entrées 9 etrdd)s avons remarqué que dans ce cas le

substratl n'était plus totalement consommé. Ceci est enrdcavec la suggestion de H&y
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selon laquelle deux équivalents de ligand monoden{par rapport au cuivre) sont
nécessaires pour éviter la formation d’acétylurescdivre insolubles. Nous avons ensuite
évalué la nature et la stoechiométrie de la sousceut/re. Nous avons noté qu’une quantité
sous-stoechiométrique de cyanure cuivreux induiseitbaisse du rati@3’ (entrée 11). Nous
avons donc gardé la quantité utilisée initialemsait 1,2 équivalent par rapport a I'azoture.
Différentes sources de Cant également été testées révélant que le cyamivesux est le
complexe cuivreux optimal pour la réaction (entré2sl4). Il est a noter que l'iodure de
cuivre conduit au 5-iodo-1,2,3-triazole comme piibaoajoritaire tandis que le chlorure de
cuivre et le bromure de cuivre, ne promeuvent pafimation des 5-chloro- et 5-bromo-
triazoles. D’autres sources de cuivre ont par i $1é testées. Ainsi, le cuivre métallique qui
peut étre oxydén situen CU par I'action du peroxyde d’hydrogéne, a été évakec succes
mais le ratio3/3’ obtenu n’était pas satisfaisant (entrée 15). E@dai stcechiométrie de
'alcyne a été réduite de 3 équivalents a 2,2 &jents (entrée 16). Ceci s’est accompagné
d'une diminution du ratio3/3’. A l'inverse, I'augmentation de cette stoechioneétdi 4
équivalents a donné un meilleur ratio 5-alcynylfétp-triazole (entrée 17). Enfin, des essais
avec deux amines tertiaires autres que la DIEPAdonhé des résultats moins satisfaisants
(entrées 18 et 19). Ainsi, au terme de cette optittan, nous avons retenu les conditions
réactionnelles représentées au niveau de I'enffémolir la préparation de nos analogues de

I’ACA qui seront présentés dans les chapitres4 et

Tableau 7 : Optimisation des conditions réactionnés pour I'obtention du 5-alcynyl-triazole

H

. NN NN
N3 + =—CO,Et [Cu)/ Ligand-base N . )§<N
[Ox], THF, t.a. 7

(1 équiv.) (x équiv.) E10,C 7 coE CO:E
1 2 3 3
Entréé 2 [Cu] [Ox] Ligand/base 3/3"
1 3 CUuCN (1.2) Air DIPEA (2) 0.1:1
2 3 CuCN (1.2)  H,0,(3) DIEPA (2) 1.8:1
3 3 CuCN (1.2)  MnO,(3) DIEPA (2) 1.0:1
4 3 CuCN (1.2) KMnO,(3) DIEPA (2) 0.3:1
5 3 CuCN (1.2)  Cros;(3) DIEPA (2) 0.1:4
6 3 CuCN(1.2) ,p,oon DIEPA(2) 0.0:1
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7 3 CuCN (1.2) MEKP (3) DIEPA (2) 0.0:1

8 3 CuCN (1.2)  H,0,(1) DIEPA (2) 1.0:1
9 3 CuCN (1.2)  H,0,(5) DIEPA (2) 2.4:1
10 3 CuCN (1.2) HO, (5) DIEPA (1) 2.2:%
11 3 CUuCN (0.5) HO, (5) DIEPA (2) 1.3:1
12 4 Cul (1.2) HO, (5) DIEPA(2)  05:354
13 4 CuBr (1.2) HO, (5) DIEPA (2) 1.3:1
14 4 CuCl (1.2) HO, (5) DIEPA (2) 0.9:1
15 4 cd’ (1.2) HO, (5) DIEPA (2) 1.0:1
16 2.2 CuCN (1.2) HO, (5) DIEPA (2) 0.9:1
17 4 CuCN (1.2) H0,(5)  DIEPA (2) 3.0:1
18 4 CuCN (1.2) HO, (5) NEt (2) 0.7:1
19 4 CUuCN (1.2) HO,(5)  Pyridine (2) 0.4:1

Solvant utilisé est le THPLes ratios obtenus ont été déterminés'BaRMN du brut (conversion totale dg en
s’appuyant sur les méthylenes @ et 3' qui ont des déplacements chimiques de 5.79 et Hpih
respectivement“Conversion del & hauteur de 78%3/3"/3' : 0.5/3.5/1 olB" correspond au 5-iodo-1,2,3-
triazole.

il Observations liées a I'optimisation de la méthodobpe

Au cours de l'optimisation de notre méthodologieus avons fait des constatations qui

seraient importantes a signaler.

Dans le tableau d’optimisation, nous pouvons remarda différence majeure d’efficacité
entre les deux peroxydes :;® et MEKP (peroxyde de méthyléthylcétone). Or, a la
différence du MEKP, le peroxyde d’hydrogéne se ddmuse a température ambiante e®H
et & [2 HO, = 2 HO + Q) ; effervescence visible durant la réaction. Ifasedonc
raisonnable de penser que c’est bien le dioxygenesst I'oxydant terminal du systéme,
comme hypothétisé par Alon§b

Ainsi, tandis que les systemes de Li et Alonsasatiit I'oxygéne atmosphérigque, dans notre
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cas, il proviendrait de #D,. Cela nous semble extrémement important d’autas la
quantité d’'Q fournie semble définir la distribution des produiEn effet, Alonso décrit une
expérience intéressante ou sa réaction tandem addition-couplagexydatif est réalisée
sous atmosphere d'oxygene grace a lutilisationnd’wbaudruche d'© Au lieu d'un
rendement maximal en 5-alcynyl-triazole, il a olotem nouveau sous-produit provenant du
couplage de Glaser (homodiyne, Figure 28). Cecitraaque la quantité d’présente dans le
milieu posséde une influence prépondérante et guidte une quantité optimale d’oxygene a
injecter au milieu (pas nécessairement maximal@).oltre, Alonso explique que si sa
réaction est opérationnelle uniquement dans le anéllc’est parce que ce solvant favorise un

équilibre de solubilité de I'oxygerapli serait idéal pour la réaction.

Air PN,
\‘N
Pas de sous-produit
7
P er Cus0 (1 mol% Ph ~om
NaN, us0 (1 mol%) >80 %
JR— MeOH
Ry—=—="H Ph
N-N,
ballon O, N + ph——=——=—pn
7 bn
Ph
67-70 % 21-25 %

Figure 28 : Expérience d'Alonso

Notons que les rendements de nos réactions onergéesine fluctuation assez importante
(atteignant parfois 20%) méme en présence de sibstt de conditions identiques. En
s’appuyant sur I'hypothése énoncée ci-dessus, obtervation pourrait étre expliquée par
lirrégularité de dégagement et de solubilisatioa kbxygéene fourni par le peroxyde

d’hydrogene.

En résumé, il nous est apparu impossible de poudser avant I'optimisation de cette
réaction pour trois raisongl) Il est difficile de contrdler la quantité d’oxyge dissoute dans
le milieu 2) le peroxyde d’hydrogéne conduit a la formatioéqiiilibres complexes entre
différentes espéces du cuivre en solution (mélamgelibré Cu(l), Cu(ll) et Cu(lll)”. 3)
Enfin, comme décrit par Zhari§I'association du Cliavec un alcyne et un ligand (TMEDA
dans leur cas), conduit a la réduction du cuivra Ehomo-couplage de I'alcyne ; et donc a

une réaction secondaire inévitable.
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iii. Considérations mécanistigues

Bien que la complexité du systeme ne permette paprdposer un mécanisme, il serait

intéressant de noter quelques résultats surprepateaus au cours de I'optimisation de nos

conditions.

v" L'eau favorise la formation des 5-hydroxy-triazoles

Dans le cadre de I'optimisation de notre méthodelogous avons réalisé des expériences

supplémentaires a celles décrites dans le Tablean Wtilisant un substrat modele de type

nucléosidique (Tableau 8). Nous avons notammei tmremplacer le Cpar un complexe

de CU afin d'étudier linfluence du degré d'oxydation deomplexe cuivreux sur la

distribution des produits. Nous avons noté lorseke tests que le Cu(OAajonnait un ratio

5-alcynyl/5-proto-triazole aussi satisfaisant quetuic obtenu avec le CuCN (Tableau 8,

entrées 1 et 2). Ceci confirme la mise en placequilres redox par le peroxyde

d’hydrogene et 'oxygéne. En plus de cette conStatanous avons remarqué que le 5-

hydroxytriazole, généralement formé en quantite tn@rginale, devient le produit majoritaire

guand la réaction est effectuée dans I'eau (enf&ts).

Tableau 8 : L’effet de I'eau sur la distribution des produits

OH OH OH
= CO,Et
KEC}_ [Cu)/ DIEPA KC}__ Ney KC}_ Non KC}‘ Ny
TN og T oY R S =\
3(6 Sohant 0°Cata Y0 CO,Et )ré H  COEt )(C') Ho  CO2Et
Et0.C @ a
Entréé [Cu] [(,),X] (nombre Solvant a/a'la®
d’équivalents)
1 CuCN H,0,(5) THF 75:25:0
2 Cu(OAc) H,0, (5) THF 70:30:0
3 Cu(OAc) H,0,(5) THF/H,O : 3/1 69:31:0
4 Cu(OAc) Air THF/H,O : 3/1 41:59:0
5¢ Cu(OAc) H,0;, (5) H,0 18:54:26
6° Cu(OAc) Air H,O 15:56:28

3DIPEA (1 équiv.)’Les ratios ont été déterminés par RMM du brut®s-hydroxy-triazole analysé

par RMN'H et SM (ES).
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v" Les alcynes encombrés favorisent la formation degabo-triazoles

En effectuant la réaction tandem cycloaddition-¢age oxydatif avec un alcyne présentant

un encombrement stérique (propiolateted-butyle), nous avons détecté un nouveau sous-

produit : le 5-cyano-triazole (Tableau 9). Sachgun le nitrile est un ligand dur fortement

associé au cuivre, on peut envisager sa présemsela@aphéere de coordination tout au long

de la réaction. Avec un alcyne encombré, la congtier du deuxieme équivalent d’alcyne

au cuivre serait défavorable en raison de la gérage. Au lieu de générer une liaison entre

le C(5) du triazole et l'alcyne, I'élimination récluice lierait ainsi le groupement cyano au

triazole. Cette thése peut étre soutenue par fefemneents qui sont plus importants pour les

triazoles présentant une géne stérique supplémeiitais du 2-fluoro-phényl et du ribosyl).

Tableau 9 : Distribution des produits suivant le sbstrat

=——CO0,Bu

[ —
R,  CuCN (1.2 équiv)
DIEPA (2 équiv.)
H202 (5 equw)
THF, 0°C a t.a.

N:
Ri—N /N

fBUOQC

COutBu

N.
R—N N

+
COzt Bu

Ri—N /:N

+

CO,Bu

N=N

Ry

-N._/~C0,fBu
BUO,C~ A R

N=N

=

@f;f

Qfﬁ

F

a 22% 9% 12% 27% 14%
b 30% 22% 2 2 35%
c 3% 2% 7% 14% 16%
d 0.5% - - ; 2

Les pourcentages représentent des rendementsadigtprigolés/ Les 5-cyano-triazole ont été ideédifpar

RMN *H et IR (bande caractéristique de la liaison CN22&2cn).
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iv.  Conclusion

L’'association des éléments présentés plus hawselgisnser que le mécanisme de la réaction
pourrait obéir a la proposition développée dankittierature. Le Cu-trizole pourrait ainsi se
complexer a un ligand (alcyne, nitrile, eau), s@ewy puis suivre une élimination réductrice.
Seulement, les réactions redox pouvant étre gémégrée le peroxyde d’hydrogene font
potentiellement intervenir un anion radicalaire. @ourrait donc aussi envisager un
mécanisme radicalaire, d’autant plus que nous awmié de facon récurrente un produit

surprenant (Figure 31) dont la caractérisatiordéstillée en annexe.

PRSP
/\é

R = Me, Et

RO,C

Figure 31 : Produit secondaire récurrent

59



3. Chapitre 3

Synthese et évaluation biologique d’analogues
nucléosidiques de I'acadésine
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3.1. Stratégie du projet

Comme indiqué dans le chapitre 1 (paragraphe Balls nous intéressons dans le cadre de ce
projet & 'ACA pour son activité antiproliférativeontre les cellules de LMC résistantes a
'IM, ainsi que pour l'originalité de son mode dtem qui induit une mort cellulaire
autophagique, tandis que [I'IM induit une mort apbijue. Aprés une synthese
bibliographique autour de l'autophagie, nous préesens notre stratégie et détaillerons les

travaux que nous avons réalisés pour mener a bipnoget de recherche.
3.1.1. L’autophagie : Généralités

La macro-autophagie, communément appelée autophesgian processus cellulaire qui a été
décrit par Christian Duve conséquemment a sa déctmndu lysosome (Prix Nobel de
physiologie et médecine 1974) C’est un mécanisme participant a 'noméostasielage

via la dégradation d’'une partie du contenu de la kelluprotéines a longue demi-vie
(supérieure a 5h), organelles. L'élimination de matériel intracellulaire défectueux ou
excédentaire, repose sur un transport vacuolairerampar la formation d’'une double
membrane appelée phagophore (Figure 32). Cetteiéderns’allonge pour former
'autophagosome responsable de la séquestratiordeetl’acheminement du matériel
cytoplasmique jusqu’'au lysosome. Aprés fusion awex dernier, le contenu de
'autophagolysosome est dégradé par les enzymesdgsales. Il est ensuite recyclé pour
synthétiser de nouvelles macromolécules et prodigréénergie dans la cellule. Au sein de
chaque cellule, un niveau basal de ce recyclagdakdque peut étre observé. En outre, en cas
de modification des conditions environnementalegrefoces en nutriments, absence de
facteurs de croissance, hypoxie), 'autophagie p&atapter pour fournir a la cellule I'énergie
nécessaire a son métabolisme et donc a sa sumipafe d'« autophagie nutritionnelle ».
Cependant, la fonction de la macro-autophagie nknste pas a la cyto-protection. Dans
certains cas, son adaptation aux facteurs envirnantgux peut induire la mort cellulaire
(mort programmeée de type Nj)a une activation excessive ou une séquestratiosts@eles
facteurs vitaux. Sur un plan moléculaire, I'autagibeest associée a la famille des génes ATG
(autophagy related gene®t elle est principalement régulée par la voiesdmalisation

impliquant la sérine-thréonine-kinase m-TOR.
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Lysosome
Phagophore Autophagosome Autophagolysosome

Figure 32 : Machinerie autophagique

3.1.2. Autophagie et cancer

La dualité de la fonction autophagique dans lexgssus de vie et de mort cellulaire est
retrouvée dans le cadre du cancer. Différenteseétudontrent que suivant le contexte

biologique, I'autophagie peut étre pro- ou anti-tuate (Figure 33§°>77:7879

a) Mécanismes anti-tumoraux induits par I'autophagie

Le potentiel anti-tumoral de I'autophagie a étéiatement rapporté par Beth Levine en 1999
8 Son groupe a mis en évidence des délétions miétigaés du géne autophagique BECN1
(ATG6) dans 40 & 75% des cancers du sein, de Egteoet de I'ovairé®. De plus, ils ont
observé une réduction des tumeurs par réintroductio géne dans des cellules de cancers
mammaires®. Ce caractére suppresseur de tumeur de 'autophagsuite été étudié de plus
pres et plusieurs mécanismes anti-tumoraux ontdétdifies ; la suppression des éléments
cellulaires défectueux, la limitation de la croissa cellulaire, la conservation du génome et

induction de la mort autophagique génétiguememtymmmeée en cas de stress prolongé
78,82

b) Mécanismes pro-tumoraux induits par 'autophagie

Initialement considérée comme un inhibiteur de fagpession tumorale, 'autophagie a été
redéfinie comme un processus hautement complexgapblétre a la fois associé a des
mécanismes pro-et anti-tumoraux. En effet, il acétéstaté que sa fonction physiologique de
survie cellulaire pouvait étre détournée au pridita tumorigenése en répondant aux besoins

énergétiques accrus des cellules cancérefSetine deuxiéme observation valide ces
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propriétés pro-tumorales, a savoir que quand ljshagie est inhibée, les cellules cancéreuses

sont plus sensibles aux chimiothéragfes.

‘,ﬁ-'
Autophagie

Mécanismes Q Mécanismes

anti-tumoraux pro-tumoraux
- Conservation du génome - Survie des cellules cancéreuses
- Limitation de la croissance cellulaire - Protection des cellules cancéreuses
- Inhibition de la prolifération tumorale ¢ontre les traitements
- Induction de la mort autophagique chimiothérapiques

Figure 33 : Paradoxe de la fonction autophagique aes le cadre du cancer

3.1.3. Interconnexion autophagie-apoptose

En plus de l'identification des actions décritessphaut, il a été montré que l'autophagie
fonctionnait de concert avec I'apoptose ou mortgpgomeée de type |. Contrairement a
l'autophagie qui est a la fois un mécanisme deisuet mort cellulaire, I'apoptose est
génétiquement codée pour induire uniguement ledauite la cellule. En raison de leurs voies
de signalisation entremélées et leurs régulateursruns, ces deux mécanismes fonctionnent
suivant une interconnexion qui dépend intimementalttexte biologique : type de tumeur,
stade d’avancement, région affectée, nature, iéeret durée des stimuli, etc. Cette
interconnexion est régie par différentes possdslitd'interactions autophagie-apoptose
(Figure 34). a) Par élimination de certains compartiments celleg|a endommagés
(notamment les mitochondries), 'autophagie peut egmme un antagoniste de I'apoptose
en évitant son déclencheméfit b) L’autophagie peut favoriser I'apoptose en freints
inhibiteurs endogenes de cette mort cellulaire maaivant certaines de ses protéines telles
que la capase ¥. c) L’autophagie peut constituer un mécanisme de welhtlaire alternatif

a I'apoptose quand cette derniére est défectuBudpQuand l'intensité ou la durée du stress
dépassent la capacité de gestion de la cellulpoptse inhibe l'autophagie et s’auto-

déclench&®®’
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N

Inhibition mutuelle

Autophagie ¢ ' Apoptose
Survie cellulaire Mort cellulaire

Figure 34 : Equilibre autophagie-apoptosé’
3.1.4. Ciblage de I'autophagie-Nouvelle approche thérapeutique

L’identification de la mort cellulaire de type lluere la voie a de nouvelles approches
thérapeutiques. Elle fournit, en effet, une cibletr&a que I'apoptose pour freiner la
progression tumorale. Malheureusement, la com@ekit processus autophagique enraie le
développement de tels traitements. Son double t€aea@ro- et anti-tumoral pose une
guestion préalable a tout choix thérapeutique t-Haactiver ou inhiber I'autophagie pour
obtenir un effet anticancéreux ?

Cette dualité de traitement est illustrée, a tittexemple, par I'activité anti-tumorale de la
chloroquine® et du tamoxifer??, respectivement, inhibiteur et inducteur de I'pitagie.
Afin d’étre en mesure de définir une stratégie dpéutique adaptée, il est donc impératif
d’élucider avec une plus grande précision le mé&raaide 'autophagie. Dans ce contexte, la

conception d’outils chimiques spécialement dédiéstarait d’étre développée.
3.1.5. L’acadésine : point de départ

Dans le cadre du traitement de la LMC, des résisticontre I'action de I'IlM ont émergé.
Parmi les mécanismes de ces résistances, on tnaueeactivation rapide du processus
autophagique. Ceci assure la survie des cellulasécauses en dépit de la réduction des
signaux de croissance induite par I'IlM. Le ciblaigel’autophagie peut donc présenter ici une
approche thérapeutique judicieuse. Deux soluti@uy@nt notamment étre envisagees :

a) Associer a I'action de I'IM une inhibition de I'aythagie®

b) Induire une mort autophagique indépendante dediacte I'|M.
De facon intéressante, nos collaborateurs biolegi@quipe du Dr. P. Auberger, C3M, Nice)

ont montré que l'acadésine (ACA) pouvait corresperdl la deuxieme stratégie. En testant
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son activité, ils ont en effet constaté un effeipaalifératif associé a une induction de mort
autophagique sur les lignées LMC, sensibles ettagsgies a I'IM. De plus, I'activité de 'ACA
contre les cellules portant la mutation dominan815T de BCR-ABL (lignée cellulaire
Ba/F3) témoigne notamment de [efficacité de cetteie alternative. Ces résultats
encourageants ont incité nos collaborateurs art€s€A sur des lignées cellulaires du
syndrome myélodysplasique (SMD). lls ont & nouveastaté une activité antinéoplasique
accompagnée de I'expression de marqueurs autoplesgigla fois sur les lignées sensibles et
résistantes au traitement de référence : 'AzanwidFigure 35). Malgré ce mode d’action
intéressant contre les deux hémopathies myéloidd€ let SMD, l'activité de I'ACA,
mesurée a l'aide des tests de métabolisme cebulgiest montrée bien trop faible {gtle
'ordre du milli-molaire). Le but est donc ici déaliser des modifications chimiques variées
au niveau de la structure de 'ACA pour obtenir aeslécules présentant une meilleure
activité contre les LMC et SMD tout en préservaoh snode d’action. Par ailleurs, ces
nouvelles molécules pourraient servir d'outils clojoes spécialement dédiés a I'étude des
relations autophagie-apoptose ou encore autoplagierigénéese.

o) OyNyNH o N/=N 0
> ¥
N\;N HO/\Q‘ \mHQ
\ / \ N o on HO ©OH 7
Imatinib, LMC Azacytidine, SMD Acadésine, point de départ

Figure 35 : Structures de I'imatinib, I'Azcytidine et 'acadésine

3.2. Synthese et évaluation de I'activité antiproliférative d’analogues

nucléosidiques de ’'ACA

Au laboratoire, une premiere série d’analogues’dEA a été préparée (Tableau 10). La
structure générale comprend un noyau ribosyle enatif triazole qui substitue I'imidazole
de 'ACA. Les modifications chimiques réalisées potté sur les hydroxyles du saccharide
ainsi que les positions 4 et 5 du 1,2,3-triazoke.pképaration de cette série de molécules fit
appel aux deux voies de synthése des 1,2,3-treA)e5-trisubstitués décrites au chapitre 2,
a savoir : la CuAAC-Piégeage électrophilef.(paragraphe 2.3.1) et la CuAAC-couplage

oxydatif qui n’était pas encore optimisée
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Tableau 10 : Travaux antérieurs de I'équipe

N=N
Modifications O__N.
\()\‘( __chimiques _ r,o” ()" ~T/*\R1

 NHe N2 RO  ORyZ
R1 R. Clso(LM) Ri Ro Clso(LM)

-COEt -Allyl > 10 -COEt -CC-COEt 0,4-0,7

-COEt -CO-furanyl >10 Ph- -CC-Ph >10

-COEt -CO-thienyl > 10 4-F-Ph -CC-4+-Ph > 10
4-nPr-Ph-  -CO-nHexyl >10 -thienyl -CC-thienyl >10

-COEt Ph- >10 -nheptyl -CC-nheptyl >10

-COEt -thienyl >10 -nPr-Ph -CC1Pr-Ph >10

Rs, Ry et R, = H, acétyl, benzoyl, toluoyl/&= H, R; et R, = isopropylidéne

L’évaluation biologique de ces produits sur unedig cellulaire de LMC (K562) a montré
gue les composés portant des groupements de tiybe @l aryle en position 5 du 1,2,3-
triazole n'étaient pas actifs (§1>10 uM). A l'inverse, elle a indiqué que l'inseni de
certains types d’alcynes sur cette position pouwdinner une trés bonne activité
antiproliférative. Ainsi, les composéset 5 (Figure 36) dont les alcynes portent un ester
éthylique se sont montrés efficacess(Gl 0,4-0,7 uM). Ces résultats intéressants onténci
notre équipe ainsi que I'équipe du Dr. P. Auberd@3M) a deéposer un brevet
(W02012143624 A2) pour protéger leur utilisationnite les hémopathies myéloides,

particulierement, la LMC de stade avancé (phadeatisformation aigue)

N=N | N=N
ACO/\@’N Z~CO,Et ; HOA(_]’ ~~CO,Et
AcO  OAcl| Il
CO,E ; 7< CO,Et
4,1Cs = 0,7 uM  5,ICsp = 0.4 UM

Figure 36 : Structures des composdsad

Le premier objectif de cette these a été d’optimisetivité antiproliférative des structures
lead 4 et5. Dans ce contexte, nous nous sommes proposé aekviamportance de chacun

de leurs groupemeng le noyau saccharidique et les groupements ppegéses hydroxyles.

66



b) le motif 1,2,3-triazole et les groupements gpbkte au niveau des positions 4 et)sNous

nous sommes également attachés a étudier l'infuatec changements stéréochimiques.
Ainsi, nous avons synthétisé quatre familles d'agaéks (| Il , Il etIV) : pour la famillel,

nous avonsliversifié les groupements portés par les hydrexgie noyau saccharidique 3,R

R4 et R (Figure 37). Pour la famillél , nous avons procédé a des changements de type
stéréochimique. La familldl a été obtenue par fixation de la position 4 dy3ttazole et
variation du groupement porté par l'alcyne,,(Rigure 37). Enfin, pour I'obtention de la
famille IV, nous avons a la fois modifié la nature de I'epaté en Ret R (Figure 37) et

évalué I'importance de I'alcyne en position 5 dazole.

Eamille | Eamille Il

Modification des groupements %, N=N o Modification du groupement R,

R3, R4 et Rs O _N ~R en fixant le groupement R4

R0 Y "

Famille Il s % i

Familie Il o R,O OR, | | . Famille IV

Modification de la stéréochimie Réduction de la triple liaison et
Ra modification des groupements

esters en position 4 et 5

Figure 37 : Récapitulatif des modifications chimiges apportées a la structuréead

3.2.1. Famille I- Modification des groupements protecteurs

Nous avions initialement envisagé de ne pas protkgehydroxyles portés par le noyau
ribosyle, en raison de leur influence sur I'hydoduilité du produit. Cependant, la
déprotection des hydroxyles 2’, 3’, et 5’ dect 5 a été corrélée a une baisse drastique de
I'activité antinéoplasique. Dans I'objectif d’'obienles produits plus actifs, nous avons donc
décidé d'insérer différents types de groupementsiaeau de ces hydroxyles saccharidiques.
Les résultats obtenus sont présentés dans ce i savers deux parties distinctes):le
chemin réactionnel suivi pour la synthéese des goual® (subdivisé en préparation des
synthons azotures et réaction tandem cycloadddtuplage oxydatif)b) I'évaluation des

activités antiprolifératives de ces composés.

3.2.1.1. Préparation des synthons azotures de la famille I

La synthése des azotures de la faniilappuie sur un intermédiaire cl& Figure 38)dont

les trois hydroxyles sont libres et peuvent étraldanent fonctionnalisés. Ce dernier est
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obtenu en deux étapes a partir du substrat comahgdd-tétraO-acétylribofuranose 6

BN

Figure 38). La premiére étape consiste a substitaeétyle en position anomere par un
azoture selon le mode opératoire de LofleElle est catalysée par un acide de Lewis
(trifluroborate) qui, en se liant a I'acétyle ensfiimn 1’, génere un oxoniunA( Figure 38).
Ce dernier réagit avec le groupement participarpasition 2 bloquant ainsi la faesmdodu
ribosyle. Par conséquent, I'attaque nucléophild’al®ture se produit exclusivement sur la
face exa Cette contrainte mécanistique est appelée asséstanchimérique. La deuxiéme

étape permet d’éliminer les groupements acétybebaction de 'ammoniaque (Figure 38).

BF3;.Et,0, O
DCM 30 min. Aco“" MeOH, 24h
95 % OAc  g5q,
6 7 8
! b
:N:N

Figure 38 : Formation de l'intermédiaire clé de lafamille |

Nous avons constaté que I'hydrolyse des trois ssegn positions 2, 3 et 5 se faisait de fagon
non simultanée. Ainsi, le compogée conduit pas directement au produihais passe par
un intermédiaire dont l'acétyle en position 5 estijours présentd( Figure 39). Cette

régioséléctivité a également été décrite danstédture par I'utilisation d’ions fluorurés,

AcO  Dac MeOH, 24h, t.a., 85 % HO  BH
7 8
(0]
AcoADANg T
HO %
9 OH

Figure 39 : L'hydrolyse des trois acétyles n'est masimultannée

Fonctionnalisation du cis-diol-2’,3’ : L’intermédiaire commur8 a été fonctionnalisé au

niveau du 2’,3’eis-diol par différents groupements cétals (Figure. 4@ composél0 a éte
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obtenu par utilisation de la heptan-4-one, en m@&sel’'une quantité catalytique d’acide de
Bregnted, avec un rendement de 63%. Les compbkéR? et 13 ont été formés en utilisant,
respectivement, le 2,2-diméthoxy-propane, le Ilmétdhoxycyclohexane et 1,1-
dimethoxyethylbenzene, en présence d’'une quardit@ytique d’acide de Lewis, avec des
rendements allant de 68 a 85%. Il est a noter gienhps de réaction pour le compadaest

nettement plus long pour les trois autres comp(&ésvs.1h).

Ho/\Lo)‘ N3 1,1-dimethoxy- HO/\@‘ N3
—J _ Heptan-4-one cylohexane (-
o_o 10 Triethoxymethane pTsOH (cat.) O_ 0
NS HCI (cat.) 0 DMF, 1h, 68 %
DMF, 24h, 63 % HO/\ﬁ?‘ N3 12
HO\\~ o//
o) 2,2-dimethoxy- g OH 1,1-dimethoxyethyl- o
HOAL_?‘ N3 __propane benzene HO/\D‘ N3
S BF3.Et,O (cat.) pTsOH (cat.) S
< 1 Acétone, 1h, 74 % DMF, 1h, 85 % o 0 13

Figure 40 : Protections du diol vicinal

Notons par ailleurs que le compds&posseéde un nouveau centre chiral et que nousmsavo
observé qu’'un seul de ses diastéréo-isomeres£kéoshimie de ce dernier a été analysée par
la technique spectroscopique NOESY. L'observatiam ccouplage entre les protons du
méthyle et les ket H; (Figure 41) nous a permis de déduire que ces nogaudrsouvent tous

du méme co6té du cyclique dioxolane et donc que dafiguration du nouveau centre
asymetrique esR).

Figure 41 : Configuration du composé 13

En contrélant les cinétiques d’hydrolyse des aeétgn positions 2 et 3 du ribose par rapport
au 5, nous avons pu isoler l'intermédigr€Figure 39). Afin d’agrémenter I'étude structure-
activité, nous avons fonctionnalisé son 2¢8-diol en utilisant 2,2-diméthoxypropane
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(Figure 42). Ceci a conduit a I'azoture sacchatudiq@4 dont les trois hydroxyles sont

distinctement protégés.

o o 2,2-dimethoxy- o)
AcomNs NH,OH ACO/\UNs pavihalad ACO/\LrM

AcO' —/OAC MeOH HO OH BF3.Et20

: . 0
7 9 Acétone, 1h, 72 % X 14

Figure 42 : Préparation de l'azoture 14

Formation des azoturesO-méthylés 15 et 16 ‘Afin d’aboutir & une relation structure-
activité assez compléte, nous avons souhaité wree grande diversification au niveau des
groupements portés par les hydroxyles. Dans cetctifhj nous avons décidé de
fonctionnaliser les hydroxyles libres des compdsésll par des groupements méthyles, en
raison de leur encombrement stérique minimal etbeane stabilité chimique. Les composés
15 et 16 ont ainsi été obtenus par I'action de I'lodurendéthyle suB et 11, en présence de

d’hydrure de sodium (Figure 43).

@) 0]
R30/\£—7‘ N3 \o/\L)‘N3
Mel, NaH L

R0 OR, DMF, ta., 12h RO R,
8 (Ry, Ry, R3=H) 15, 77 % (R, Ry = Me)
11 (R, Ry = isop, Rg = H) 16, 83 % (R4, Rz = isop)

Figure 43 : Formation des composé®-méthylés 15 et 16

3.2.1.2.  Réaction Tandem Cycloaddition-Couplage oxydatif appliquée a la famille I

Une fois préparés, les azoturégt 10-16 ont été engagés dans le processus tandem cyclo-
addition/couplage oxydant (Figure 44) dont I'opsation a été décrite au Chapitre &X.(
Paragraphe 2.3.2.2). Les triazolonucléosideS et 17-22 constituant la familld ont été

obtenus avec des rendements allant de 40 a 64%iréFig4) et des puretés HPLC

satisfaisantes pour une évaluatinrcellulo (>95%).
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0o 0 CUuCN-DIPEA 0 N'N:N
R3O/\L-7AN3 . uen- Rso/\[f —
okt CO,Et

N H,0 N
RO OR, >z RO ORy/
THF,0°C at.a.
7 et 10-16 EtO,C  4-5et17-22
e e o = 6 L
AcoA(_TN Z~CO,Et HOA<_TN Z~CO,Et HO/\QAN A~CO,Et HOA(_?‘N A~CO,Et
AcG  OAc || o)<o It 6_o | 6_o |
CO,Et CO,Et ph\( CO,Et CO,Et
4,63 % 5,64 % 17, 47 % 18, 48 %

N=N N=N N=N N=N
HOA@AN Z~CO,Et \OA@‘N Z~CO,Et \OA&Nf\cozEt Aco/\(i?‘Nf\cozEt
sz 5. ¢ -0 o | s_o |
! PAS

o_o |l o o |
PN
CO,E COLE CO,E CO,Et
19, 42 % 20,49 % 21,40 % 22 63 %

Figure 44 : Formation des produits de la famille |

3.2.1.3. Evaluation biologique des produits finaux de la famille 1

L’évaluation de l'activité antiproliférative de hsemble de nos produits a été réalisée sur la
lignée de LMC K562 en mesurant la viabilité celitdapar la technique XTT. Avant de
présenter les résultats de ces tests pour la &mitbus allons introduire brievement la lignée
cellulaire K562 ainsi que la technique mentionnédessus et le protocole général utilisé

pour nos tests.

i Lignée cellulaire K562

Les cellules K562 sont des cellules hématopoiésicueutement indifférenciées, pouvant
s’orienter vers l'une des trois lignées myeéloidesrythroide, granulocytaire, monocytaire
(Figure 2). A l'origine, elles ont été prélevees’dpanchement pleural d’une patiente atteinte
de leucémie myéloide chronique en phase afjuéeur caryotype est caractérisé par la
présence du chromosome Philadelphie responsalilexgeession de la protéine chimérique
BCR-ABL (Cf. Chapitre 1, Paragraphe 1.5.1). L'’ensemble de nolg¢aules a été testé sur
cette lignée de LMC afin d’élaborer une étude stmgcactivité et de sélectionner le meilleur

candidat pour des études approfondies de bio-g&tivi
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ii. XTT- Technigue de mesure de métabolisme cellulaire

Largement utilisé en biologie cellulaire, le tesTTX®* est un dosage colorimétrique qui
repose sur une réaction chimique transformant ledsetétrazolium (couleur jaune) en
formazan (couleur orange) (Figure 45). Comme a@tdetion se produit par l'action de la
déshydrogénase NADH mitochondriale, le changemermiotbration ne peut étre observé que
pour les cellules dotées d'un métabolisme foncebnm’'est-a-dire viables. Ainsi, une
incubation cellulaire avec le composé d’intérévmud’une injection du réactif XTT et d’'une
lecture de densité optique permet d’évaluer le tdexcellules viables et par conséquent
I'activité antiproliférative dudit composé. Dans dadre de nos tests, les composés ont été
dissous dans une solution de DMSO avant d’étrectégeau milieu de culture cellulaire et
incubés pendant 48h a 37 °C.

N

NO, 058 NO,

MeO—Q»SO . NADH  NAD*
OYK \Q\ N H
% S O
o CO )
N MeO SO5
0-S-0
o)

NO,
Tétrazolium (jaune) Formazan (orange)

o) N-NH OMe
N

Figure 45 : Réaction colorimétrique du XTT

iii. Résultats des tests de viabilité cellulaire

Les activités antiprolifératives des difféerents pmees de la famillé sont présentées sous
forme de Cip (Tableau 11). Il s’agit de la concentration requs®ir atteindre 50% de
I'inhibition maximale pouvant étre exercée par @mposé actif donné. Les expériences ont
été réalisées en triplicata en utilisant 6 a 1@eotrations.

Nous remarquons que lessgdle la famillel s’échelonnent de 0,2 a 0,8 uM. Ces valeurs étant
du méme ordre de grandeur, nous en déduisons igtladhce des groupements protecteurs
sur l'activité antiproliférative n’est pas préponaéte. Néanmoins, on peut constater que la
présence d'un groupement hydrophobe encombré aaaunidu cétal est Iégerement plus

favorable a une bonne activité. AingB et 19 présentent des §llégerement plus efficaces
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gue les autres composes (en dehor§)d®emarquons qu’en comparaison avec l'activité de
ces nouveaux produits, les activités antiprolifeest des composégad initiaux 4 et 5,
restent intéressantes et que I'ensemble des psodieiita familld présente une activité 1500 a

5000 fois supérieure a celle de 'ACA.

Tableau 11 : Activités antiprolifératives des compsés de la famille |

Produit final 4 5 17 18 19 20 21 22 ACA

Clso(UM) 07 | 04 | 05| 02 | 04 | 06| 08| 05| 1000

3.2.2. Famille II- Modification de la stéréochimie

Apres avoir évalué I'impact de la fonctionnalisaties groupements hydroxyles sur I'activité
antiproliférative, nous avons voulu étudier I'irdluce de la stéréochimie du saccharide. L'un
des éléments les plus importants pour I'affinigatid-récepteur, est en effet 'agencement
spatial du ligand. Dans ce contexte, nous avonthétiaé les énantiomeres des deux produits
lead 4 et 5. Nous avons également substitué le noyau ribofs®npar son épimeére
xylofuranose. Comme pour la famille la synthése des produits composant la farflillest

présentée préalablement a I'évaluation de leuabtostéin vitro.

3.2.2.1.  Préparation des azotures de la famille II

i. Stéréochimie L

Pour synthétiser les énantioméresidst 5, nous avons suivi la méme séquence réactionnelle
établie pour7 et 11 mais en partant dfi-L-tétra-O-acétylribofuranose2@, Figure 46). Les

azoture24 et 25 ont ainsi été obtenus (Figure 46).

BF- EL.O 1,1-dimethoxy-
AcO 3-Eb N3O cylohexane N (o)
TMSN NH4OH 3
1?4 3 1?4 4 ‘ OH M KJAOH

DCM 30 min. AcO' '/ MeOH 24h  HO DMF, 1h S

OAc 98 % Ac 85 % OH 72 % Oxo

23 24 25
enantiomére de 7 enantiomeére de 11

Figure 46 : Préparation des azotures de stéréochiminversée
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ii. Xylofuranose

Pour la synthése du 1-désoxy-1-azido-2,3,®tacetylf3-D-xylofuranose (compose&s,
Figure 47), nous avons utilisé le D-xylose commiastnat de départ. La premiére partie de la
synthese consistait en la préparation de l'interaiéd tétraO-acetyl-D-xylofuranose 25).
Celle-ci s’est déroulée en 3 étapes, sans puiticahtermédiaire. Tout d’abord, le D-xylose
a été cyclisé sous la forme du méthyl-D-xylofuradegar glycosylation de Fischer. Ensuite,
les hydroxyles en positions 2, 3 et 5 ont été &etyEnfin, la position anomere a été
déprotégée en milieu acide puis acétylée. AinstgteaO-acetyl-D-xylofuranose26) a été
obtenu au terme de ces 3 étapes et d’'une seulgcation avec un rendement de 47%. Ce
dérivé en main, nous avons procédé a l'azidatiamitééplus haut (Figure 38) en position 1
via I'action de I'azoture de triméthylsilyle sous ucatalyse acide. Le prod27 a ainsi été

obtenu avec un rendement de 47% (Figure 47).

1. H2$O4, MeOH
2. Ac,O, pyr o) BF;.Et,0 0)
3. H,S0,4, Ac,0 dans AcOH Acom OAc  TmsN, AcO N3
D-Xylose / - = !
47 % (sur 3 étapes) AcO OAc DCM, 72h AcO OAc
26 47 % 27

Figure 47 : Schéma réactionnel général pour le dé&ré xylofuranose

Comme dans le cas deet 11, la configuration absolue du centre anomere diéé€ via
I'assistance anchimérique. Par ailleurs, nous rgomars, pour la formation de I'épimé2e,

un rendement deux fois inférieur et un temps deti@abeaucoup plus long que dans le cas
du ribosyle (47%vs. 95% et 72hvs 30 min.). Ceci peut étre expliqué par la présaiee
'hydroxyle acétylé 3' au niveau du plagxq ce qui géne tres probablement l'attaque

nucléophile de I'azoture.

iii. Glucopyranose et 2-désoxyribose

Afin d’étendre davantage la diversification strueta du motif saccharidique, nous avons
choisi d’ajouter a cette catégorie deux composéglucopyranose et le 2-désoxyribose. Le
premier fournira une forme cyclique totalementéiéinte qui enrichira la relation structure-

activité et le deuxieme permettra d’évaluer l'imjaoice de I'hydroxyle en position 2’.
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1-azido-1-désoxyB-D-glucopyranose (29): est obtenu a partir du pen@aacetyl-D-
glucopyranose 28, Figure 48)via la substitution préalablement décrite de l'acétgle
position anomeére par un azoture. Notons que laigumtion est a nouveau fixée grace a la
présence du groupement participant en position 2.

OAc OAc
0 BF,.Et,0, o
AcO OAc IMSN AcO N3
AcO OAG DCM, 30 min., ta., 95 % AcO OAC
28 29

Figure 48 : Préparation de l'azoture "glycopyranosé

B-D-2-désoxy ribofuranose (30) :est préparé en cinq étapes a partir du 2-désoxsgibo
(Figure 49). Les deux premieres permettent de geotkes hydroxyles de facon orthogonale
via 1/ une glycosilation de Fischer, dans le méthangirésence d’'une quantité catalytique de
HCI 2/ une acylation des hydroxyles 3 et 5 par le clioe toluoyle dans la pyridine. Le
composéll donne ensuite le chlorosucre corresponddh) far traitement avec du HCI
gazeux dans l'acide acétigue comme solvant. Remagjuque le chlorosucrél est
exclusivement de configuration en raison de l'effet anomére. Il est collecté panpse
filtration car il précipite dans I'acide acétiqueest ensuite mis en réaction avec de I'azoture
de sodium pour générer l'azidosaccharide (anomeére3 majoritaire) par substitution
nucléophile. Enfin, la déprotection des hydroxyteslV conduit & I'azoture30 avec un
rendement global de 41%.

H 0] o] /
HOAQF_O . HONL%OH HCl Homo TolCI ToIO«LOfO/
\ ~ MeOH \

N \ Pyr o
HO HO HO' Y TolO
Equilibre forme linéaire-forme cyclique I I
du 2-désoxyribose
HCI (g)
AcOH

HOY)‘M _ K,CO; ToIONLO><N3 NaN; T0|OALO>. Cl
N EtOH

N - Acetone \
HO quantitative TolO 41 % (4 étapes) Tolo
30 v 1]

Figure 49 : Préparation de 'azoture désoxyribofuramose 30
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3.2.2.2.  Réaction Tandem Cycloaddition-Couplage oxydatif appliquée a la famille II

Comme pour la famillé, les azotures synthétisé®l( 25, 27 et 29) ont servi de substrats pour
la formation des 1,2,3-triazoles 1,4,5-trisubsst@étravers la réaction tandem cycloaddtion-
couplage oxydatif. Par contre, pour obtenir le pibtinal portant le motif 3',5'O-acétyl-2'-
désoxyribofuranose, on passe par deux étafipsa: réaction tandem cycloaddtion-couplage
oxydatif sur I'azoture30. 2) Acétylation des groupements hydroxyles3#e(Figure 50). Le
rendement global de ces deux étapes est de 13%e(namt non optimisé). Les rendements
obtenus pour les autres produits de la fanillles’échelonnent de 33 a 72% et les puretés
HPLC de I'ensemble de ces nouveaux analogues érdadisfaisantes pour une évaluaiion
cellulo (>95%) (Figure 50).

N:N
o N
0 N i R—N
ACO/\|\/ \/ 3 . /J\OEt CuCN-DIPEA COLEt
\\__/ / H202 //
24, 25, 27, 29 THF, 0°C ata. Et0,C 314 34
HO o N=N AcO o N=N
Kg CUCN-DIPEA N CO.Et Ac,0 ng Z~CO,Et
H202 3 DMAP 3
THF, 0°C a ta. HO I 46 % ¢ I
30 29% 35 CO,Et 36 CO,Et
N=N AcO N=N
s N © O N_~
EtO,C Ac EtO,C UAOAC CO,Et
AcO  OAc f 67<b AcO  OAc ||l
COzEt CO,Et CO,Et
31,33 % 32,45 % 33,42 %
AcO N P 0 N P
¥ e CO,Et \Q‘ CO,Et
AcO
COzEt COzEt
34,72 % 36, 42 %

Figure 50 : Formation des produits finaux de la farile |
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3.2.2.3. Evaluation biologique des produits finaux de la famille I1

Les composeés de la famille ont été testés en suivant le protocole décrit pedamille .
Les résultats sont présentés dans le Tableau fifeAle comparaison, I'activité de 'ACA y
est également rappelée. Nous observons que lesos@sgil et 32 présentent des activités
proches de celles de leurs énantiomeéres respddtfs (Clso (31) = 0,5 uM et Gy (32) = 0,6
MM vs Clso (4) = 0,7 uM et GJp (5) = 0,4 uM). De méme, nous observons pour les ceB¥O
33 et 36 des activités satisfaisantes {£33) = 0,2 uM et CJp (36) = 0,2 uM). Ceci semble
indiquer que la stéréochimie des compdséd 4 et5, ainsi que I'hydroxyle qu’ils portent en
position 2’ n'est pas indispensable a une bonneigictEnfin, le glucopyranoside4 présente
une Cko aussi intéressante que celle de son analoguaurdadside (0,7 UM dans les deux
cas). Nous pouvons déduire de ces résultats quadddications structurales au niveau du

motif saccharidique influencent peu l'activité lmgique.

Tableau 12 :Activités antiprolifératives des composés de la faitie I

Produit final 31 32 33 34 36 ACA

Clso(UM) 05 | 06 | 02 | 07 | 02 | 1000

3.2.3. Famille III- Modification des groupements en positions 4 et 5 du triazole

Les modifications chimiques antérieures réalis@d’ @quipe (Tableau 10) montrent que les
positions 4 et 5 du 1,2,3-triazole ont une inflieesgnificative sur I'activité antiproliférative.
Nous pouvons notamment remarquer la différencetigite entre le composkead 4 et ses
analoguesA et B (Figure 51) qui ne different, d’'un point de vueustural, que par les
positions 4 et 5 du triazole. En outre, les compdsgt A présentent le méme substituant en
position 4 du triazole. Leur difféerence d’activitévélerait donc I'importance de I'alcyne
position 5. Pourtant, le compoBéqui est doté d’'un alcyne en position 5 ne préspageune

meilleure activité qué.
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N=N

Acd oA A AcO OAc| |
CO,Et Ph

4,1C50=1,2 uM Produits antérieurs, IC5¢ > 10 uM

Figure 51 : Différence d'activité entre 4 et ses atogues

Suite a ces observations, deux hypothéses peutrenérdises a) La postion 5 du triazole
doit comporter un groupement ethynylestgrLes motifs ester et ethynylester doivent tous
les deux étres présents en postions 4 et 5, résgeent. Afin d’étudier ces hypotheses, nous
avons décidé de maintenir un ester éthylique erntipos4 du triazole et de modifier le

groupement Ra I'extrémité de la fonction ethynyle en posit®(Figure 52).

Figure 52 : Structure générale des analogues defamille 11|

3.2.3.1.  Préparation des azotures de la famille II1

Pour la synthése de I'ensemble de la fantille nous avons utilisé les azoturést11 dont la

formation a été décrite dans la section précedéigeres 38 et 40).

3.2.3.2. Formation des 1,2,3-triazoles 1,4,5-trisubstitués de la famille II1

Les triazoles de la famillél ont été obtenugia deux étapes successives.

Premiére étape: La premiére étape consistait en une séquence aeadgition de type

CuAAC, azoture-propiolate d’éthyle, suivie d’'un gé&ge électrophile afin d’obtenir le 5-

iodo-1,2,3-triazole, comme décrit préecédemmentditiea 2, paragraphe 3.1). Les composés
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37 et38 ont ainsi pu étre obtenus a partir des azoturetsl1 avec des rendements respectifs
de 40 et 32%.

o o o =N
Re,o/\@‘ Na . /]\ Cul-DIPEA RsOAD‘ N%co -
de~ 6R1 7 COE oa Rza 6R I 2
DCM, 0°C a t.a. L
7 (R, Ry, Ry = Ac) 37, 40% (R4, Ry, Ry = Ac)
11 (Ry, Ry =isop, Rz = H) 38, 32% (R4, Ry = isop, Rz = H)

Figure 53 : Synthése des 5-iodo-triazoles

Deuxiéme étape La deuxieme étape s’est appuyée sur la fonctimu&-tout juste introduite

pour coupler une variété d’alcynes vrais par cayplde Sonogashira.

Les conditions de couplage appliquées aux 5-icaloites37 et 38, sont celles qui sont
couramment employées dans la littérattfreet font appel & un catalyseur de palladium
PdCL(PPh), et un co-catalyseur de cuivre (Cul) en présenctiéhylamine comme base.
Comme ces conditions n'ont pas été optimiséess ele donné des rendements faibles mais
ont tout de méme permis d’obtenir les prodd&45 (Figure 54).Ces derniers portent
différents types de groupements Bn position terminale de I'alcyne (phényle, tolyte
fluorophényle n-hépthyle et triméthylsilyle). Remarquons que leduit 46 est obtenwia la
déprotection de lintermédiaire silylé corresporigapar action du fluorure de tétra-

butylammonium.
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N=N
N= )
RON Ay N R0~ 2N Aokt
‘ 7)\00 £t . //Rz Cul-NEt; 3 ‘ 2
RO R, | 2 Z PdClo(PPhs), RO  OR I
1 Toluene, 60 °C 1
37 et 38 39245 R,
N o o h
A~co,et A0 Z~CO,Et HO/\Q‘N 2 ~CO,Et Ho/\(_TN 7 ~CO,Et
Onc H ° oAc || dxb Il 6><b Il
39,12 % 40,10 % 41,10 % 42,10 %
HO
o) o o) (o)
\Q‘N Z~CO,Et \Qﬂ\‘ Z~CO,Et \EJ‘N Z~CO,Et \Q‘N Z~CO,Et
6_o AcO  OAc |
A HZC
a3,11% | 44,13 % 45,5 % 46,22 %

Figure 54 : Formation des produits finaux de la farile 1l par couplage croisé

3.2.3.3.  Evaluation biologique des produits finaux de la famille 111

Le protocole suivi pour les évaluations biologiqess décrit dans le paragraphe 2.1.3. Les
résultats sont présentés dans le tableau 13 sous fite Cdp. Nous avons décidé d’ajouter a
la liste des composés a tester les produits ingiamés 37 et 38. L'activité de I'ACA est
eégalement rappelée a titre de comparaison.

De facon intéressante, nous observons pour I'erigedas produits de la familld des Cio
supérieures a 10 uM sauf pour le comptséont la Cip est de 8 uM. Les activités de cette
famille sont donc faibles en comparaison aux aéviles composdsad 4 et5. Ce résultat
permet d'affirmer I'influence prépondérante du grement terminal de I'alcyne §RFigure
52) sur I'activité du produit. Nous observons aigsiun groupement hydrophobe, qu'il soit
aromatique (phényle, tolyle, 4-fluorophényle), Bifique (-héptyle) ou bien méme silylé
(triméthylsilyle), est nuisible a l'activité antigiférative. De plus, nous constatons une faible
activité pour le compos&6, ce qui prouve la nécessité de fonctionnalis@okition terminale
de I'alcyne par un ester. Enfin, les compad3égt 38 confirment 'influence prédominante du

groupement en position 5 du triazole.

80



Tableau 13 :Activités antiprolifératives des composés de la faifte Il

Produit final 39 40 41 42 43 44 45 46 37 38| ACA

Clso (M) >10 | >10 | >10 | >10 | >10 | >10 | 8 | >10| >10| >10| 100D

3.2.4. Famille IV- Modification des groupements esters et réduction de la triple liaison

La famille d’analoguesll montre que la nature du groupement inséré eni@osérminale

de l'alcyne est d’'une importance capitale. Pourmaiger la bio-activité, ce dernier doit donc
étre choisi judicieusement. Par ailleurs, la famillindique qu’un ester éthylique placé en
cette position et en position 4 du triazole est patible avec une bonne activité
antiproliférative. Afin d’évaluer plus en détaiinfiportance de cette fonction, nous I'avons
substituée par deux autres esters : un ester moliasiineux (I'ester méthylique) et un autre
présentant, a l'inverse, un fort encombrement cqueéri(l'estertert-butylique). Nous avons
aussi effectué le remplacement de cet ester pafametion carboxamide. Ces changements
ont donné le sous-group¥-1. En parallele, nous avons cherché a évaluer I'mapce de la
géométrie de I'alcyne en position 5 du triazale un deuxiéme sous-groupe-2. Ainsi, en
partant de5, nous avons uniquement modifié I'état d’hybridatides atomes de carbone
formant cette liaison. Les chemins réactionnelsisypour la synthése de ces deux sous-

groupes de produits sont présentés séparémerg-fawmillesIV-1 etlV-2.

3.2.4.1.  Synthése des produits de la famille IV

i Préparation des produits de la sous-famille IV-1

Pour la synthese des produits finaux de la soudhaha-1, nous avons utilisé les azoturés
11 et 14 dont la formation a été décrite préecédemment (Paphe 2.1.1). Les triazoles de

cette sous famille ont été obtenuia deux chemins réactionnels différents :

a) Remplacement de l'ester éthylique par les esters ihglique et tert-butylique
(Produits IV-1-1)
Pour modifier la nature de I'ester en positiond 8,enous avons appliqué la réaction tandem
cycloaddition-couplage oxydatif (chapitre 2, paegre 3.2.2) en utilisant les propiolates de
meéthyle et deert-butyle au lieu du propiolate d’éthyle (compod&s0, Figure 55). Notons
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gue les rendements des réactions varient entre 23% et que [l'utilisation de Il'alcyne
encombré (propiolate dert-butyle) a engendré un produit secondaire portargraupement
cyanoen position 5. Cette observation a été discutéshapitre 2 (paragraphe 3.2.2).

N=N
o o) o N~
R3O/\L_7‘N3 CuCN-DIPEA CO,R
e e om0 LT
RO OR -2 s orl
2 ! THF, 0°C ata. O OR
7,10 et 13 CO;R  47-50
\Q‘N 7 ~CO;Me \Q‘N / CO;Me \ﬁ)"“ Z~CO,tBu \Q‘N / CO,tBu
AcO oAl
x COzMe COzMe CO,tBu COgtBu
47,33 % 48, 45 % 49, 42 % 50,21 %

Figure 55 : Formation des produits finaux IV-1-1

b) Substitution de I'ester éthylique par une fonctionramide (Produits 1V-1-2)
Commeb porte deux groupements esters éthyliques (enigasié et 5), nous avons souhaité
synthétiser deux analogues différebiset 52 (Figure 56) en remplacant, respectivement, un
ou deux de ses esters par un amide. D’'un pointugergactionnel, les deux produits sont
obtenus de facon séquentielle en faisant bulldtademoniac gazeux dans une solutionsde
dans I'éthanol (Figure 56). Remarquons que la stracdu composB2 n'a malheureusement
pas été conforme a la structure désirée. Nous aeonsffet, observé une hétéro-cyclisation

spontanée de type 5-endo-dig (selon les reglesatteni).

N:N N:N N:N N:N
Ribose— N\Z~CO,Et NH Ribose™ N\Z~CO,Et Ribose™ N\”~CONH, Ribose~ N A~
5 (9) NH3 (@) - «~_NH
H EtOH, 30 min H EtOH, 15h ]] H
quantitative quantltatlve
CO,Et CONH, CONH, H,N" O
5 51 Intermédiaire non isolé 52

Figure 56 : Formation des produits finaux IV-1-2
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ii. Préparation des produits V-2

Pour évaluer I'importance particuliere de la géaméte l'alcyne, nous avons souhaité
obtenir deux analogues du compdséu l'alcyne est réduit, respectivement, en alcéBe
(Figure 57) et en alkylB4. Ces composés forment la sous-farmiMe2.

Le produitb54 a été obtenu par réduction 8esous atmosphére d’hydrogene en présence de
palladium sur charbon, avec un rendement quaftitaiproduit53 a quant a lui été isolé, de
facon surprenante, suite a une réaction de couplaggpe Sonogashira appliquée au substrat
38. Pour expliquer la formation inattendue de ce pitpchous pouvons supposer que le
couplage croisé a donné le compdsé@t que ce dernier a été reduit situ, de facon

subséquente.

N=N
HO o ) /Loa =
\Q’ \R\COZEt v PatPPh. \Q/ CO,Et
5 » NEt,
>< Toluene, 80 °C >< CO,Et
70 %
38 ’ 53
HO N=N N=N
o .\ N
SOy s W s
— H2 Pd/C
o_ 0O H EoH
>< quantitative >< CO,Et
CO,Et
5 54

Figure 57 : Formation des produits finaux de la sostfamille IV-2

3.2.4.2. Evaluation biologique des produits finaux de la famille IV

Les activités biologiques des produits de la famiW¥ dont les puretés HPLC se sont
montrées satisfaisantes (>95%), ont été testéetapaéthode XTT (décrite au paragraphe
2.1.3). Les résultats sont présentés ci-dessoumedial4).

Nous constatons que la nature de l'ester insér@amition 4 du triazole et en position
terminale de I'alcyne n’influence que légéremeattivité des produits. Ainsi les &lde 47

et 48 qui portent un ester meéthylique sont comparablesGsy de 49 et 50 qui portent un

estertert-butylique (1,4 et 1,0 puMis 1,7 et 1,1 uM, respectivement). En revanche, nous
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remarquons une différence majeure entre I'acti@B0 et celle detl (Clsp = 1,1 uMvs Clsg
> 10 pM, respectivement). Ces observations permtette conclure que I'encombrement
stérique de cette position n'est pas un factewridignatoire, a I'inverse de ses propriétés

électroniques.

Nous remarquons pour les produt® 53 et 54 des activités faibles par rapport a celle du
composdead5 (Clsp >10 pMvs Clsp = 0,4 uM). L'inefficacité déb2 valide la nécessité de
'alcyne en position 5 et l'inefficacité dB3 et 54 montre I'importance de sa linéarité.
Associés aux observations précédentes, ces élémennettent de conclure que
'enchainement conjugué alcyne-ester joue un ri@egndérant dans I'induction de l'activité
antiproliférative. D’un point de vue réactionnek ootif correspond a un accepteur de
Michael, il réagit donc trés probablement commeélactrophile. Cependant, le compds®
qui est également un accepteur de Michael présarddaible activité. L'électrophilie et la
conjugaison de ce systéme ne sont donc pas les &éuahents importants. La linéarité de la

triple liaison semble aussi fondamentale.

Tableau 14 : Activités antiprolifératives des compses de la famille IV

Produit final 47 48 49 50 51 52 53 54 ACA

Cl o (UM) 14 | 10 | 1,7 | 1,1 | nd. | >10| >10| >10| 1000

3.2.5. Récapitulatif de I'étude structure-activité

L’étude de la relation structure-activité pour amae des quatre familles &1V) a permis
d’évaluer l'influence de chaque groupement surtivéé antiproliférative (Figure 58). Ainsi,
nous avons établi la nécessité de I'enchainemenynhedester en position 5 pour la bio-
activité. A l'inverse, nous avons remarqué queddip glycone avait une importance limitée ;
différents types de saccharides et differents ggowgnts introduits au niveau des hydroxyles
sont tolérés. Par ailleurs, I'insertion d’'un estarposition 4 et la substitution de I'imidazole

par un triazole se sont montrées compatibles anedanne activité.
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Importance Compatible
limitée
P 30/\<_7/ Compatible

P,0

Interchangeable
Importance
limitée
Essentiel

Figure 58 : Récapitulatif Structure-Activité

Afin de sélectionner le meilleur candidat parmi &®logues les plus actifs, nous avons eu
recours a plusieurs considérations. Les compdsg&i22 ont été abandonnés car ils portent
des acétyles respectivement en positions 2’, ' et en position 5’, ce qui constitue une
source d’instabilité a ajouter aux groupementsresn position 4 et 5 du triazole (la stabilité
du composé! sera détaillée dans le paragraphe 4.3.1). Les as@sfi7, 20, 21, 31 et 32,
légerement moins efficaces que la moyenne, onti attes éliminés. Inversement, les
composés5, 18 et 19, se sont tous montrés intéressants, tant pours l@wativités
antiprolifératives que pour le nombre minimal dieeside métabolisation qu’ils présentent.
Cependant, les produis et 19 sont susceptibles d’induire des problémes d’hyrobilité

en raison des groupements hydrophobes inséréveaunile leurs hydroxyles saccharidiques.
Pour cette raison, le compoSé& été sélectionné comntead-optimisé pour des évaluations
biologiques approfondies.

Le composé a été sélectionné suite aux tests d’activitésrpnéaires réalisés sur la lignée
cellulaire de LMC Kb562via la technique XTT. L'objectif de cette these étdat
développement de composés actifs a la fois coasréignées sensibles et résistantes des deux
hémopathies malignes LMC et SMD, il était primotdie tester I'activité dé& contre ces

pathologies.

3.2.6. Tests de Cytométrie en Flux sur la lignée K562

Avant de passer aux lignées cellulaires sensililegsestantes de LMC et SMD, nous avons

souhaité confirmer I'activité d& sur la lignée K562 en utilisant une techniqueédédhte du
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dosage colorimétrique XTTLa cytométrie en flux (CMJa ainsi été sélectionnée pc
quantifier la mort cellulaire induite p’5. Remarquons ici que ces deux techniques (XT
CMF) sont utilisées pour mesur deux entités différentes, le métabolisme et la 1

cellulaire, respectivement.

Cytométrie en flux (CMF ou FACS)

La cytométrie en flux est une technicpermettant d’analyser des cellules en suspe, a la
fois quantitativemengt qualitativiment. Sorprincipe repose sur des passages individue
successifs desellules devant ur source lumineuse, d’ou la notion de flux. La diftusde
lumiére qui en résult@éfraction, diffraction eréflexion) donne accesdifférentespropriétés
de chaque cellule (mphologie, taille, granularite

Le but étant ici de mesurer le taux de mort caelle)de marqueur d’ADN4',6'-diamidino-2-
phénylindole (DAPI) a été utilis ; ce dernier traverse uniquement les membranes detes:
mortes permettant ainsi de distinguer et les quantifier. Nous avom®ur le composb,
testé trois concentrationifférente: (0,25, 0,50 et 1,00 uM) en plusud’ contrdle négatilLes
taux de mort cellulaire ont ébdesurés apres 48h d’incubatiem présence ¢5. Le résultat de
cette expériencest présenté -dessous (Figure 59). Nous observgmyrune concentration
de 0,5 uM, unenort cellulairede 48%. Et a 1,0 uN& mort cellulaire s’éleve 21%. La dose
|étale (DLsg) du composéead 5 est donc d’environ 0,5 pMCe résultat valide I'efficacité ¢5

sur la lignée K562, déja mise en évidence par dosalprinétrique XTT Clso = 0,4 uM).

Mort cellulaire induite par 5

% de cellules mort

90
80
70
60
50
40
30
20
0 o M |
0 0,25 0,5 1

Concentration d& en uM

Figure 59: Activité du composédead 5 mesurée par cytométrie en flux (CMF
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3.2.7. Tests XTT sur lignée résistante de LMC et lignées de SMD

Apres avoir confirmé l'activité d& par CMF, nous I'avons testé sur la lignée résistale
LMC, ainsi que les lignées sensible et résistaatSMD, respectivement SKM1-S et SKM1-
R.

a) La lignée K562-R : est une lignée cellulaire résistante a I'lM. Edlléété générée a
partir de la lignée sensible K562 (décrite dangdeagraphe 2.1.3. de ce chapitre) en
la traitant avec des concentrations croissantés ¢

b) La lignée cellulaire SKM1-S: est composée de cellules myéloides prélevéesmiu sa
périphérique d’un patient atteint de SMI) Selon les critéres FAB, il s'agissait,
précisément, d’'une anémie réfractaire avec excesldstes, en transformation
(AREB-t). Etant sensible au traitement de référeacgavoir I'’Azacytidine (Gh= 1,0
KM), cette lignée est connue sous I'abréviation SK3/

c) La lignée SKM1-R : est une lignée de SMD résistante au traitementetégence
(AZA). Elle a été générée par nos collaborateustohistes’™ en cultivant des cellules
SKML1-S sous pression croissante en AZA (Conceotratinitiale 0,1 uM, doublée

tous les 15 jours pendant 6 mois).

Résultat des tests XTT

Les tests d’'activité ont été réalisés par XTT (téghe décrite au paragraphe 2.1.3 de ce
chapitre). Les G de5 sur les lignées K562-R, SKM1-S et SKM1-R sont pné&es dans le
tableau 15. Notons que pour les lignées SKM1-SKMMBR nous avons présente lasgdlu
composé référence AZA afin de comparer son activitélle deb.

Nous remarquons gque est actif sur la lignée cellulaire K562-R résistaa I'IM. Sur la
lignée K562-S, nous observons que le comgosét deux fois plus actif que I'AZA (0\&s

1,0 uM). Sur la lignée SKM1-R, le résultat est erqalus intéressant puisque l'activité dle
est conservée tandis que celle de I'AZA s’effondre.composdead sélectionné ne souffre
donc pas des mécanismes de résistances dévelappésg2-R contre I'IM et par SKM1-R

contre 'AZA, ce qui est trés prometteur pour l@edu projet.
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Tableau 15 : Activités de 5 sur les lignées K562-BKM1-S et SKM1-R

N=N OYN NH
IN= O\/ 0 Y 2
N A N
=N
ho { HOAS_Z‘
3 Il HO  ©OH
5 AZA
o
K562-R SKM1-S SKM1-R
Clso de5 0,3 UM 0,5 UM 0,5 uM
Clso de 'AZA - 1,0 uM >10 uM

Valeurs des Gh mesuréesia le dosage colorimétrique XTT

3.2.8. Tests sur un large panel de cancers

Les résultats des tests sur les lignées cellulaeasibles et résistantes de LMC et SMD ont

permis de mettre en évidence I'activité intéressatht composé. Afin d’analyser de fagon

plus approfondie cette activité biologique, nousravréalisé des tests sur un large panel de

lignées cellulaires tumorales humaines. Dans céegta) nous avons eu recours au criblage

proposé par le NCINational Cancer Institufe® qui rassemble une soixantaine de lignées

cellulaire s’apparentant aux cancers suivantscéelie, mélanome, cancer du colon, poumon,

cancer du systéme nerveux central, ovaires, sastgie, rein. Les résultats sont présentés ci-

dessous (Tableau 16), sous forme dg @thibition de croissance tumorale).

Tableau 16 : Inhibition de croissance tumorale indite par 5 sur un large panel de lignées

cellulaires tumorales

Panel/ lignée cellulaire Glso (LM) Panel/ lignée cellulaire Glso (LM)
Leucémie Mélanome

CCRF-CEM 1,33 LOX IMVI 1,71
HL-60 (TB) 2,07 MALME-3M 2,39

K562 1,28 M14 3,11
MOLT-4 3,07 MDA-MB-435 2,03
RPMI-8226 2,23 SK-MEL-2 12,20
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SR 1,22 SK-MEL-28 3,25
Cancer du poumon non a petites cellules | SK-MEL-5 16,60
A549/ATCC 20,50 UACC-257 3,78
HOP-62 17,10 UACC-62 3,32
HOP-92 1,79 Cancer de 'ovaire

NCI-H226 39,90 IGROV1 19,40
NCI-H23 16,10 OVCAR-3 1,32
NCI-H322M 42,20 OVCAR-4 1,94
NCI-H460 16,90 OVCAR-5 3,90
NCI-H522 1,67 OVCAR-8 13,50
Cancer du colon NCI/ADR-RES 20,10
COLO 205 1,77 SK-OV-3 18,30
HCC-2998 19,00 Cancer rénal

HCT-15 1,74 786-0 1,74
HT29 2,04 A498 16,60
KM12 13,9 ACHN 1,93
SW620 1,63 CAKI-1 1,66
Cancer du systeme nerveux central RXF 393 1,80
SF-268 13,90 SN12C 14,70
SF-295 21,80 TK-10 1,66
SF-539 3,07 UO-31 1,80
SNB-19 16,00 Cancer de la prostate

SNB-75 5,22 PC-3 15,20
U251 16,80 DU-145 3,45




Cancer du sein

MCF7 1,77
HS 578T 15,50
BT-549 3,96
MDA-MB-468 1,66

Nous constatons que l'activité du compé@seést satisfaisante sur plusieurs types de lignées
cellulaires, particulierement, celles impliquéessiées cancers suivants : leucémies, cancers
coliques et cancers rénaux. Ainsi, le composé actifésente une relative sélectivité. Ceci
peut nous servir pour orienter nos recherches coaoel utilisation et le développement 8e

en oncologie.

3.2.9. Tests sur des lymphomes B humains

Commeb s’est montré actif sur différents types de caneégue nous nous intéressons dans
le cadre de cette thése aux hémopathies maligonas,avons décidé de tester son activité sur
des lignées de lymphomes B humains. Les testsidigst ont été réalisés par dosage
colorimétrique XTT Cf. 3.2.1.3, chapitre 3). Les résultats sont présesw@s forme de &l
(Tableau 17). De facon intéressante, le com@gpsdest montré actif sur 'ensemble des
lymphomes étudiés et a présenté deg Sib-micromolaires pour quatre lignées (DOHH2,
JEKO, SU-DHL1 et MEC-1). Ceci confirme l'intérét de produit et conforte sa sélection en

tant qu’agent antiprolifératif dans les hémopatmedignes.
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Tableau 17 : Activités de 5 sur différentes lignéede lymphomes B

Type de lymphome B Type de lymphome B
(Lignée cellulaire) Clso(UM) (Lignée cellulaire) Clso (M)
Lymphome folliculaire (DOHH2) 0,2 Lymphomes derBitt (Raji) 1,5
Lymphome du manteau (MINO ) 15 Lymphomes de Burkitt (Daudi) 2,0
Lymphome du manteau (SP53) 2,0 g{?'gﬁﬂ? B diffus a grande cellules 0,6
Leucémie lymphocytaire chronique B

Lymphome du manteau (JEKO) 0,8 (MEC-1) 0,7
Lymphome anaplasique B a grandes 14

cellules ALK+ (Karpas) '

3.3. Etude pharmacologique du candidat sélectionné 5

En dépit de lefficacité remarquable de contre une multitude de lignées cellulaires
tumorales, on ne peut entreprendre I'étape suiyargavoir les tesia vivo, sans étudier son
profil pharmacologique. L'importance de cette etaese expliquée par le concept deig-
likeness,présenté dans ce qui suit. Les propriétés phaflogiqoes de5 seront également

exposeées.
3.3.1. Concept de drug-likeness

Une fois administré, un composeé actif suit quatap&s pharmacocinétiques avant d’atteindre
le compartiment ciblé : I'absorption, la distribari la métabolisation et I'élimination,
'ensemble étant connu sous I'acronyme ADME. Poomvoir interagir avec sa cible avec
une concentration suffisante, le composé d'intédéit dépasser plusieurs obstacles
caractéristiques de ce processus pharmacocinétigegdité du tube digestif, la perméabilité
gastro-intestinale, les biotransformations hépag(enzymes microsomales), I'action des
enzymes plasmatiques... Il est donc important qu'ommosé actif puisse franchir ces
barrieres pour étre un candidat médicament sat#siai Afin d’évaluer cette potentialité
plusieurs tests sont mis en place. lls permett&ialdir ce que I'on appelle le profdrug

likeness”’. Les propriétés étudiées, dans ce contexte, satiffdeents types :
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a) Structurales : ex. liaisons hydrogenes, lipophpi€a...
b) Physicochimiques : ex. solubilité, perméabilitépdité chimique
c) Biochimiques : ex. métabolisme phase | et Il, efflu

d) pharmacocinétiques : ex. biodisponibilité, claimnc
En plus des caractéristiques citées plus hautpdeité (Clsgp ou DLsg) du composé doit
également étre évaluée. Pour désigner I'ensembleedeéléments, on parle de propriétés

ADME/Tox.

Reéqgles de Lipinski et Veber

En analysant 2200 composés ayant fait I'objet disssliniques de phase | avec succes,
Lipinski °® a réussi & dégager certaines tendances qu'iranserites sous forme de régles.
L’objectif de ses travaux était de fournir une aygbre préliminaire du profiirug-likenessen

s’appuyant simplement sur la structure du compotsé €es régles, communément appelées
« régles de Lipinski », stipulent que I'absorpteinla perméabilité d'un composé actif sont

susceptibles d’étre inefficaces si :

v" Son poids moléculaire est supérieur & 500 g'mol

v" Son nombre d’accepteurs de liaison-H est supéaidil.

v" Son nombre de donneurs de liaison-H est supéribur a

v' Son coefficient de partage eau/octanol, mesuréogndgécimal et noté logP, est

supérieur a 5.

Lipinski précise que ces régles ne sont pas vagier les composés qui sont substrats des
transporteurs membranaires. Par ailleurs, les wsaw® Veber’® ont permis d'additionner

deux régles pour I'obtention d’une bonne biodispdité.

v' Le nombre de liaisons a rotation libre doit étféiiieur ou égal a 10.
v La surface polaire doit étre inférieure & 1400k le nombre de liaisons hydrogénes

total (accepteurs et donneurs) doit étre inféraeli2.

Dans le cadre de nos travaux, nous nous sommesssés au profidrug-likenessdu
composé actib en vérifiant s'il satisfaisait aux régles de Lighn et Veber. Nous avons

également étudié sa stabilité chimique et métabelajnsi que sa solubilité et sa toxicite.
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3.3.2. Profil Lipinski-Veber du composé 5

Les propriétés structurales du compéssont exposées dans le tableau 18. Nous observons
gu’elles sont en accord avec les conditions dé&fimar Lipinski et Veber. Ainsi le poids
moléculaire (PM) est inférieur & 500 g.mMolLe nombre de liaisons-H, donneurs (DLH) et
accepteurs (ALH) confondus, est inférieur a 12.chefficient de partage eau/octanol et le
nombre de liaisons a rotation libre (LRL) sont égaént satisfaisants. A titre comparatif,
nous avons présenté le profil Lipinski-Veber du posé4 (Tableau 18). Nous remarquons
gue son nombre d’accepteurs de liaison-H est laegersupérieur a la valeur définie par
Lipinski (14 vs.5). L'ensemble des donneurs et accepteurs detidisdépasse également la
limite indiquée par Veber (1¥s. 12). Enfin, le degré de liberté deest excessivement haut ;
le nombre de ses liaisons a rotation libre n'olp&is a la regle de Veber (5. 5). Ces
éléments, confortent la sélection Blear ils semblent montrer quéen’aurait probablement

pas réussi a franchir la phase clinique I.

Tableau 18 : Profils Lipinski-Veber des composés ét 5

)\O N=N N=N

o} o o o/ o o
o \Q‘N 4 HOA(_TN 7 = Liaisons a rotation libre
)\_O\‘ o) || © 5 6 H © = Accepteurs de liaison-H
o=§ x = Donneur de liaison-H
07 o™ 07 o™
4 5
Produit lead PM ALH DLH logP LRL"
4 4954 14 0 2,26 +/- 1,41 13
5 409,1 11 1 2,31 +/-1,40 7

4ogP a été calculgia le logiciel ChemSketcHLe nombre de LRL a été calculé suivant la définitite
Veber : « une liaison a rotation libre est unesbai simple n’appartenant pas a un cycle et liastatemes
a la fois non terminaux et différents d’un atomieydrrogénée®.

3.3.3. Tests de stabilité du composé 5

En raison des esters éthyliques présentés paosisons 4 et 5 du triazole, le compdsést
susceptible d’étre instable en milieu biologiqguenelhydrolyse conduisant a des fonctions
acides carboxyliques est tres probable. Avant gierteson activitén vivo, nous avons donc

souhaité étudier sa stabilité chimique et métabeliq
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3.3.3.1. Stabilité chimique et solubilité

Comme la stabilité d& est étudiée en vue de préparer les testgvo, nous avons décidé
d’utiliser des solutions pouvant servir de véhisyb®ur les injections chez les animaux. Les
résultats de ces tests permettront ainsi a lad@saluer la stabilité chimique de et de
mettre au point des conditions expérimentales @&eapa notre composé pour son étude

Vivo.

i Stabilité chimigue de 5

Pour obtenir une évaluation préliminaire de la iitelchimique deb, nous I'avons solubilisé
dans des solutions composées de PBS (tampon phesghin) et de DMA N,N-
diméthylacétamide) : 2,44 mM dedans (PBS/DMA : 97/3). Nous avons ensuite anagse
profil de dégradation, en fonction du temps, paviddPLC. Les résultats sont présentés par
le diagramme qui suit (Figure 60). Nous remarquyues le temps de demi-vie 8alans cette
solution est de 3 jours. Notons que le méme tese affectué en protégeant le milieu de la
lumiére et qu’aucun changement n'a été observéiaeam du profil de dégradation ; la
lumiére n’induit donc pas d'effet particulier. Coranpour le profil Lipinski-Veber, nous
avons souhaité étudier la stabilité4je titre comparatif (Figure 60). Nous observond ga
dégrade plus rapidement gbi€t;,, = 2 joursvs 3 jours). De plus, aprés cing jours, la quantité
restante dd est d’environ 5% tandis qu’elle est de 25% pauxotons, par ailleurs, que cette
dégradation ne se produit pas en milieu organij06% DMSO).

Stabilité de 4 et 5

% de produit restant

120
100

80 - m4
60 - 5
40 -
Pl

o | HE ME EE NS _E

0 1 2 3 5

Jours

Figure 60 : Stabilité chimique de 4 et 5 dans unekition PBS/DMA : 97/3
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Nous avons ensuite testé un deuxiéme veéhicule felteAinsi, 5 a été solubilisé dans une

solution de (PBS/DMA : 85/15) a 2,44 mM. Sa dégtiadaen fonction du temps a été suivie
par HPLC. Ceci n'a pas montré d’amélioration ateniv de la stabilité chimique. Le temps de
demi-vie deb obtenu pour cette nouvelle solution est en effenhiique a celui observé pour le

premier véhicule () = 3 jours). Nous en déduisons que le compead5 devra étre mis en

solution juste avant d'étre utilisé pour les testgivo.

ii. Solubilité agueuse limitée de 5

Nous avons réalisé des tests de solubilité pawec differentes combinaisons de PBS/DMA
afin de définir un véhicule pour les injectionsraveineuses. Idéalement, il faudrait pouvoir
injecter & la souris jusqu’a 250 mg/kg soit unecemtration de la solution injectable de 62,5
mg/ml de produit. Seulement, nous avons eu desuliffs a concevoir un véhicule qui puisse
solubiliser 62 mg/mL du compo&ésans étre toxique. Nous avons donc dd nous liraites

mg/mL. Le véhicule sélectionné pour solubiliseteguantité est PBS/DMA : 55/45.

3.3.3.2. Stabilité métabolique

La métabolisation d’'un composé consiste a le tmanwr dans le but de faciliter son
excrétion. Cette biotransformation se fait suivdix phases ; la premiere permet de changer
les groupements portés par le compdaéles réactions d’oxydations, réductions, hydrolyses
etc. La deuxieme phase consiste en I'addition deiggments généralement polaires a la
structure du composé en question (ex : acide ghmigue, glutathion, etc.). Ce processus
pharmacocinétique constitue un obstacle que le osén@ctif doit franchir pour pouvoir
atteindre sa cible en concentration suffisanteesti donc primordial d’évaluer la stabilité
métabolique d’'un candidat médicament avant de passeétude# vivo. Pour simuler cette
métabolisationn vitro, les microsomes de foie sont parmi les modéleplisscommunément

utilisés car ils présentent un large panel d’enz/ime

Nous avons étudié la stabilité métaboliquesdmn utilisant des microsomes de foie de souris
avec le co-facteur NADPH (forme réduite du nicatn@de adénine dinucléotide phosphate).
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Résultats

Le pourcentage de produit restant en fonction diypsea été mesuré par HPLC-MS (Figure
61). Nous observons queest rapidement métabolisé et qu’il disparait estent a t = 30

min. Le temps de demi-vie a également été medyre= 1 min.
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Figure 61 : Cinétique de la métabolisation de 5 danles microsomes de foie de souris

Une expérience complémentaire en absence de NADPparaailleurs montré que la
métabolisation ne dépend pas de ce co-facteur. @adi étre interprété de deux fagons
différentes : soib présente une instabilité chimique indépendanteaddens enzymatiques,

soit sa métabolisation est bien enzymatique maisplique pas le Cytochrome P450.

3.3.3.3. Elucidation des métabolites de 5

Les tests de stabilité chimique et métabolique neomtque5 se décompose trés rapidement.
Ceci pourrait signifier que son activité proviertird dérivé généré suite a une ou plusieurs

transformations. Auquel cas pourrait étre considéré comme une pro-drogue.

i Concept de pro-droque

L’approche pro-drogue répond a la nécessité d’'amalies propriétés pharmacologiques de
certains composés actifs qui se montrent trés fima@esin vivo '°°. Elle consiste a greffer
des groupements labiles permettant de contourseprigblémes de solubilité, perméabilite,
biodisponibilité, etc. Ces groupements sont enséltminés par biotransformation pour
générer la forme active. Un exemple d’applicatiencétte stratégie est I'amélioration de la
perméabilité par masquage de certaines fonctiomsighes (ex : les acides carboxyliques ou

les alcools sont masqués par des esters ou dessgmid
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Parmi les pro-drogues commercialisées, le groupemser éthylique est largement utilisé
comme groupement labile. On peut citer les exengidelOseltamivir et du Benazepril dont
la perméabilité est améliorée grace au masquatgefdaction acide carboxylique (Figure 62)
191 Un autre exemple est présenté par la Docarpamémt les fonctions phénols sont

masquées par des esters éthyliques afin d’optirssstabilité métaboliqu¥™ (Figure 62).

0 oJ N 0

prea eI S ST

HNT :

o7~ NH; HOW(\D) ’ g) om O s
I |
0

o Docarpamine

Oseltamivir Benazepril

Figure 62 : Exemples de pro-drogues portant des st éthyliques comme groupements labiles

En nous référant a cette approche, on peut suggaeste composé agit comme une pro-
drogue et que ses esters éthyliques sont des gnempe labiles servant a masquer des
fonctions acides carboxyliques. Etant donné Hueest pas stable dans les microsomes, on
peut supposer que ces groupements labiles int@emenen amont des processus
meétaboliques. lls pourraient ainsi donner une m@i# perméabilité. Pour étudier cette
possibilité, nous avons identifié les métaboliteseptiels de5 par spectrométrie de masse.

Nous les avons ensuite synthétisés et avons tgtedctivités antiprolifératives vitro.

ii. Caractérisation de la décomposition de 5 par LC/MS

L’étude de la stabilité chimique (décrite dans degqgraphe 4.3.1.) a révélé la dégradation de
5 en plusieurs dérivés. Nous nous sommes propodéntfier les structures de ces derniers
par LC/MS. L'analyse par HPLC a présenté quatr@aig. Une étude analytique de ces
derniers a mis en évidence la présence du substtade trois autres produits : le compb5é
qui résulte de I'hydrolyse de I'ester éthyliquemsition 5, le compos46 qui provient de la
décarboxylation d&5 et le compos&6 dont seul I'ester en position 4 est hydrolysé b{&au
19).
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Tableau 19 : Analyse du chromatogramme obtenu suit& la dégradation de 5

Compose t(min) Aire du pic m/z Structure
o N=N
5 10,29 3,9% [M+H] HOA<_7‘N A~ COLEt
é_o |
K o
N=N
+ HO OvaN A~co,Et
55 5,50 87,0% [M-28] —
g_o
A CO,H
o N=N
46 5,09 2,1% M-72]* ho~ P co
6. o |
K H
o N=N
56 4,85 2.6% [M-28]* Ho~ NP o
g o |
S

CO,Et

iii. Svynthése des dérivés de 5

La synthese des dérivés Badentifies par I'étude LC/MS a ensuite été entisprNous y
avons additionné un quatrieme dérivé poteriiebu les deux esters sont remplacés par des
acides carboxyliques. Notons ici que le dérivé cortgmt un alcyne vralé a déja été

synthétisé. Il appartient a la famille d’analogues(Cf. paragraphe 3.2.3).

Synthése des composeés 55 et 57

L’hydrolyse de5 avec la base inorganique faible NaHC® permis de saponifier I'ester
éthylique porté par I'alcyne tout en conservanaghicelui en position 4 du triazole. Ainsi le
mono-acide carboxyliqué5 a pu étre préparé avec un rendement de 62% (F&f)reLa
saponification des deux esters éthylique$ dequant a elle été réalisée par traitement de ce
dernier avec de la soude dans un mélange eau/diokardiacide correspondari7j a alors

pu étre isolé avec un rendement quantitatif.
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HO N=N HO N=N HO N=N

(0] 0 o) N=
\(_7‘“ 2 ~CO,Et e \(_7"“ 7 COEt \(_7‘“ Z~CO,H

o_o | eau/acétonde: 111 3_ o ||| eau/dioxane: 1/1 o_o |
x 62% quantitative
CO,H CO,Et CO,H
5> 5 57

Figure 63 : Obtention de 55 et 57 par hydrolyse dg

Remarquons que l'ester éthylique en position 4 @Bitriazole s’est montré plus stable que
celui en position 5, en milieu basique ; le dénvéno-acide §7, Tableau 19)n’a donc pas pu

étre isolé.

iv. Evaluation de I'activité des dérivés de 5

Apres leur synthese, les dérives et 57 ont été testés pour leurs activités antiproliféest

sur la lignée de LMC K562 en utilisant la technig€T. Les résultats de ces tests sont
présentés sous forme desCKTableau 20). L'activité de46, présentée au niveau du
paragraphe 3.2.3.3, est représentée ici. Nous \abseiune activité faible pour chacun des
trois dérivés. Ce résultat donne lieu a deux hygseh différentes : soit aucun de ces produits
ne présente la forme active 8esoit I'un d’eux est bien la forme active mais dsté d’'une

perméabilité membranaire médiocre.

Tableau 20 : Activités antiprolifératives des métablites potentiels de 5

Produit final 46 55 57

Clso(UM) >10 | >10 >10

3.3.4. Toxicité

En paralléle a ces tests de solubilité et de #@afthimique et métabolique), la toxicité du
composéb a été étudiée sur des modeles murins. Ainsi, ceposélead-optimisé a été
solubilisé a 8 mg/ml et 16 mg/ml dans le véhicuddird ci-dessus@f. paragraphe 3.3.3.1) ;
PBS/DMA : 55/45. Ensuite, il a été injecté par vamraveineuse. Ces tests ont permis
d’établir que la dose toxique &eest de 50 mg/kg et que sa dose efficace est deglky.
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3.3.5. Récapitulatif de I'étude pharmacologique

Les études de stabilité chimigue et métaboliquéyireht que le compodéad 5 se dégrade
rapidement (> = 3 jours dans une solution tampon;et= 1 min dans les microsomes de foie
de souris). Ces résultats suggerentgpeurrait agir comme une pro-drogue. Afin d’expfore
cette potentialité, nous avons analysé le profillégradation dé par spectrométrie de masse
et synthétisé les composeés identifiés. Ces dernigrensuite été évalués pour leurs activités
antiprolifératives sur la lignée cellulaire K562.aM aucun de ces dérivés ne s’est montré
actif. Neanmoins, le composgad5 demeure intéressant au vu de ses activités seérefifes
lignées tumorales hématopoiétiques, en particudiar|es lignées de LMC (K562 et K562-R)
et de SMD (SKM1-R et SKM1-S). En plus de la mise é@ndence de cette activité
antiproliférative prometteuse, nous avons réussiedtre au point un veéhicule satisfaisant
grace aux tests de solubilité réalisessuCes résultats nous ont incités a étudier I'etiitéa

de ce compostead in vivo. En raison de lI'absence de traitement efficace p@8MD de
risque intermédiaire 2 et élevé de I'IlPSS classique nous appellerons SMD/LAM dans ce

qui suit, nous avons décidé de centrer notre &udeette hémopathie maligne.

3.4. Etude de l'activité du candidat 5 in vivo

Nos collaborateurs biologistes ont realisé uneeamprofondie autour de I'activité &esur

le SMD/LAM in vivo. Nous présenterons ici seulement une partie dedtaés obtenus.

Pour étudier l'activité dé in vivo, nos collaborateurs ont réalisé des xénogreffedses
sourisathymiques nudesn leur injectant par voie intra-péritonéale utliom de cellules de

la lignée SKM1-R résistante a I'Azacytidine (déernitans le paragraphe 3.2.7). Ces souris ont
été subdivisées en quatre groupes afin d’étreégsitifféremment. Ainsi, le premier groupe,
composé de dix souris, a servi de controle et mwiacdpas été traité. Le deuxiéme groupe,
composé de neuf souris, a été traité avec 2,5 ndgkgpar injection intra-péritonéale. Le
troisieme groupe, également composé de neuf s@uéte traité avec 5,0 mg/kg BeEnfin,

le quatrieme groupe, contenant neuf souris aussdié &aité avec 1 mg/kg d’AZA, suivant le
méme mode d’administration. Le véhicule utilisé pbensemble des tests a été le suivant :
DMA/TWEENS8O/PBS : 2/5/93 (viviv). Les traitemerdst été administrés 5j/7 pendant 35
jours. L’'analyse des volumes tumoraux pour chaqueis des quatre groupes est présentée

ci-dessous.
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La mesure de la croissance tumorale moyenne cleedifi@érents groupes montre que
composés freine la progression tumoraavec une efficacitétatiquement significativa 5,0
mg/kg (Figure 64)De plus, nous constatoque les volumes tumoraux sont plus fai pour

5 que pour 'AZA.
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Figure 64: Mesure du développement tumoral moyen pour les fférents traitements

Afin de s’assurer de laélectivite de 5, nos collaborateurs I'ont injecté a des sourises
(sans xénogreffe préalable)surveillé le poids de ces dernieres (Figbe Cette expérience
ne montre pas de perte significative de poids tdganimaux traité Nous pouvons donc ¢
déduire que le compo$€ad5 n’induit a priori pas de problemede toxicité aigué apparer
aux doses de 2,5 et 5,0 mg/kg (5j/7] pendant Sachant que la lignée SKI-R est
extrémement agressive, les résultats préser-dessus montrent I'intérét et le grand poter
de cette famille de molécula contrecarrer les résistances non seulerpour le SMD mais

€galement pouwl’autres patholoes.
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Figure 65: Evolution du poids en présence des différents tieements

3.5. Mode d’action de 5

Parallelement aux études vivc, nous nous sommes intéressésnaodde d'action deb.
Rappelons icique cette these av pour objectifsa) L’'optimisation del'activité de 'ACA
contre les hémopathies myéloides LMC et & b) La conservatiorde son mode d’actio
original : induction de la mort autophagic. En se penchant sur le mode d'actioios
collaborateurse sont ainsi intéressés prioritairementype de mort cellulaire induite. lont

réalisé de nombreux tesiscette finNous présemins ici les résultats les plus importa

3.5.1. Tests enzymatiques

Les protéases sont des enzymes qui hydrolyseiaidan peptidique. Suivant leur mécanis
catalytique, elles sonsubdivisées en six famill . protéses aspartique a cysteine,
glutamiques, métallo, a sérine, a thréo (Figure 66). La famille Igplus importare est
constituée par legprotéases a cystéi qui incluent les caspasefes dernieres éta
impliquées dans la régulation et I'exécution apoptose, sont largement utilisédans les
tests de biologie cellulaingour mettre en évidencen mode d’action apoptotiquParmi les
protéases a cystéineous comptons égalemecertaines cathepsines (erathepsines B, C,
L...) qui interviennent ausgiansl’étude des mécanismes apoptotiques. Précisondegl
cathepsines sortes enzymes préolytiques lysosomales qui difEnt par leurs domaine
catalytiques et qu’ien exist par conséquent difféerents typesathepsines a cysté (déja

citées)cathepsines a serine (A et G) cathepsines aspesti@uet E
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Cathepsine D et E Cathepsines B, C, H, K, L, O, S, X
Napsine A Caspases 1-14
Calpain 1-14

Figure 66 : Classification des protéase$?

Résultats des tests

Afin d’identifier le type de mort cellulaire indui par5, les activitésde certaine protéases
(Cathepsines B et L et caspases 3 impliquéesdans le processus apoptoti ont été
mesurées apres stimulatida cellules K56zavec ce composé et incubatipendant 48h. Les
guatre expériences réalisées pour ces enzymes enbmjtrelles sont toutes activées
présence du compoS4Figure67). Ce résultat semble indiquer daenort cellulaire induit

par5 repose, au moins partiellement, sur un mécanismtagque.
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Figure 67 : Mesure de l'activité de certaine protéases « apoptotiques en présence db
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3.5.2. Etude par électrophorese

Afin d’explorer davantage le mode d’action 8g nos collaborateurs ont étudiéa des
expériences de western-blot I'influence de ce caéfmadoptimisé sur I'expression de trois

marqueurs de mort cellulaire.

3.5.2.1. Protéines étudiées

LC3- Marqueur d’autophagie : La protéine LC3 rhicrotubule-associated protein 1 light

chain 3,Atg8 chez la levure) est considérée comme un neargautophagiqueCette derniere

peut se présenter sous deux formes distinctes =IL€3LC3-Il. Le passage de la forme
précurseur LC3-1 & la forme activée LC3-lIl se pibdsuite au déclenchement de
'autophagie, afin d’assurer la formation de I'gpitagosome.

PARP- Marqueur d’apoptose: La protéine PARP (Poly(ADP-Ribose)Polymerase) est u
enzyme nucléaire qui catalyse la formation d’'unypare d’ADP-ribose en réponse aux
cassures de I'ADN. Elle est substrat de la caspageette derniere étant un effecteur de
'apoptose, I'observation du statut de PARP essm#rée comme un marqueur apoptotique

HSP60- Marqueur de nécrose En plus de l'apoptose et de l'autophagie, il exigte
troisieme type de mort cellulaire : la nécrose. tGorement aux deux premiers processus qui
sont génétiguement codés pour se déclencher datanes conditions, la nécrose est une
mort cellulaire accidentelle. Elle survient notanminpour les cellules |ésées a la suite d’'une
infection. Afin de déclencher une réponse inflanoitai ce processus libére des protéines
endogenes telles que la protéine de choc thernd@R60, d’ou I'utilisation de cette derniere

comme marqueur de la nécrose

3.5.2.2. Résultats du test

L'observation du statut de chaque marqueur a &état avec : un contrdle (DMSO seul), le
composé apres 24 et 48h d’incubation a la dose de 1 pgufiei 68). Nous remarquons pour
le marqueur autophagique (LC3) et le marqueur apiopie (PARP) que leurs expressions
s’intensifient entre 24 et 48h en présence5deA l'inverse, nous n’observons pas de

changement d’expression pour la protéine de checrtiqgue HSP60 entre le contrdle et les
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échantillons stimulés par le compokad Ces résultats semblent indiquer que la mort
cellulaire induite pab implique a la fois les mécanismes d’apoptose atitdphagie mais

gu’elle n’inclut pas la nécrose.

0 24 48 h

| LC3

& &= &= opgrp

- s =me| HSPB0

Figure 68 : Etude de la mort cellulaire induite par5 par électrophorése

3.6. Conclusion et perspectives du chapitre 3

Afin d’'optimiser l'activité de I'ACA contre la lewmmie myéloide chronique, nous avons
développé quatre familles d’analogues en étudiafiulence de chaque groupement porté par
cette molécule de départ. Ces travaux ont permgehtionner un composegad-optimisés

qui s’est montré 2500 fois plus actif que I'ACA ts€= 0,4 puMvs 1 mM sur K562. En plus
de son activité sur cette lignée cellulaire de Lb&Dsible au traitement de référence (I'lM), le
composés a montré son efficacité sur la lignée cellulaieeldMC résistante a I'lM : Gp sur
K562-R = 0,3 pM. Les travaux de cette thése étantrés a la fois sur la LMC et le SMD,
nous avons étudié I'activité biologique du compésséur les lignées de SMD sensible et
résistante a I'AZA. Ceci a donné des résultats ettears : CGJp sur SKM1-S = 0,5 uM et
Clso sur SKM1-R = 0,5 uM et nous a incités a approfohiéiude biologique de ce composeé.
D’autres lignées tumorales ont ainsi été testéeleactivités intéressantes ont été mises en
évidence particuliéerement contre les leucémiescerancoliques et cancers rénaux. Le profil
pharmacologique d’'un composé actif étant importaotis avons étudié rug likenessle5

via les régles de Lipinski et Veber, sa solubilitéteacité, sa stabilité chimique et sa stabilité
métabolique. Le profil dedrug likenesss’est montré appréciable : le compdsébéit a
'ensemble des regles de Lipinski-Veber. Un véldaatisfaisant pour les étudesvivo a été
défini : 16 mg/mL dans une solution de PBS/DMA /4% La dose efficace s’est révélée
suffisamment inférieure a la dose toxique (10 mg/&gh0 mg/kg). Les études de stabilité
chimique et métabolique suggérent que le compem®optimisé5 pourrait agir comme une

pro-drogue.

105



A la suite de cette étude pharmacologique, nousmsavesté l'activité deb in vivo, par
xénogreffe de cellules SKM1-R sur des modeéles rsutie résultat obtenu a été prometteur :
progression tumorale atténuée de facon statiquesigmificative par rapport au contréle et a
'AZA a 10 mg/kg. Des analyses par Western-blot enfin été réalisées pour élucider le
mode d’action d&. Elles ont montré que la mort cellulaire induite pe produit reposait a la

fois sur un mécanisme autophagique et apoptotique.

Perspectives
Une étude plus approfondie autour du mode d’actiens est a prévoir. Elle pourrait

permettre de mieux saisir I'implication du processutophagique dans les mécanismes anti-
tumoraux. L'évaluation des stabilités chimique étabolique ont soulevé la potentialité pour
5 d’agir comme une pro-drogue : mais sa forme actiggas pu étre identifiée. Celle-ci reste
donc a élucider. La relation structure-activitérayvé la nécessité du motif ethynyl-ester, ce
qui laisse penser que la réactivité biologique decamposdead repose sur son caractere

accepteur de Michael. Cela pourrait donc nous guldes la recherche de(s) cible(s).
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4. Chapitre 4

Synthese et évaluation biologique d’analogues non
nucléosidiques de I'acadésine
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L’étude structure-activité, réalisée pour la sélianalogues nucléosidiques (Chapitre 3,
paragraphe 3.2.5), a montré que la partie glycorat aine influence nettement moins
importante que celle des autres groupements. Neossasouhaité tirer avantage de cette
observation en développant une deuxieme série ldgmes ou le ribofuranosyle est remplacé
par des motifs non saccharidiques (Figure 69). Noubitionnons a travers cette nouvelle
famille de produits dea) mettre au point de nouveaux compdsésl.b) veérifier certains des
résultats obtenus pour la premiére série tels gueetessité de I'alcyne et du groupement
ester qui lui est attaché) Etudier I'influence de la différence structuraletre les deux séries

sur le mode d’action.

N=N

o N/ P CO,Et ,,//\\ ./’\\\/\N/N\‘N
R; O/\Q/ 2 Ribofuranosyle remplacé par '\/ I: \/' —

Rzo\\, ',/OR1 | | un motif arylique ou aliphatique // CO,Et
EtO,C
CO,Et
Série nucléosidique Série non nucléosidigue

Figure 69 : Structures générales des séries nuclédigue et non nucléosidique

Dans ce contexte, nous avons décidé de synthét@erfamilles d’analogues en apportant
différentes modifications structurales (Figure 7Qpus avons souhaité vérifier, en premier
lieu, 'importance de l'alcyne pour cette nouvedkrie. Ainsi, pour la famill€ , la position 5
du triazole a été fonctionnalisée avec différentsifisy en excluant les dérivés d’alcynes. Pour
la famille I’ , nous nous sommes focalisés sur la position Ingues avons fonctionnalisée
avec différents groupements aryles et alkyles.rEfour la famillell’ , nous avons modifié

les positions 4 et 5 du triazole dans le but d'@&utinfluence particuliére des groupements

esters.
s 2N -N
Sous-famille II' - .'/ ; \./\N N
Modification de la position 1 R =
7 coft Sous-famille III
Sous-famille I' @ EtO,C
. Modification des positions 4 et 5
quupement en position 5 en conservant la triple liaison
différent d'un alcynyle

Figure 70 : Modifications envisagées pour la sérieon nucléosidique
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4.1. Synthese et évaluation de I'activité antiproliférative des analogues

non nucléosidiques de I’ACA

Pour chaque famille de produits, nous présentelem®tapes de synthése (préparation de

I'azoture et formation du triazole) suivies de Bévation biologique des différents composeés.

4.1.1. Famille I'- Modification de la position 5 du triazole

La relation structure-activité réalisée pour leslagues nucléosidiques nous a permis de
mettre en évidence l'importance prépondérante aeyhe en position 5Qf. Chapitre 3,
paragraphe 3.2.5). En synthétisant cette nouvéle gl’analogues, nous avons souhaité
valider prioritairement ce résultat. Une premiaamille de produits a donc été synthétisée en
fonctionnalisant la position 5 du triazole par desupements autres que des alcynes. En plus
des modifications centrées sur cette positionatailfe I' a permis d’effectuer un criblage

préliminaire de la position 1 du triazol& plusieurs motifs aryliques et non aryliques.

4.1.1.1.  Préparation des azotures

Les azotures utilisés pour la familleont été obtenugia une substitution nucléophile de type
SN; en partant des substrats bromés correspondagteéFi1). Les rendements obtenus pour
les difféerents produits ont été quantitatifs. Nqu®sentons les structures des azotures
synthétisés ci-dessous (Figure 71). Trois synthdmsype arylique ont été préparés. Le
premier présente un motif 2-méthylnaphthyllg (tandis que le deuxieme et le troisiéme
présentent des noyaux benzypesa-substitués par un méthylé8g) et un méthoxyg9). Les
deux derniers azotures sont aliphatiques, resgaotnt, sous forme cyclique et linéat@et

61. Notons par ailleurs que I'ensemble de ces congeegt des azotures primaires.

_Br NaN; _N
R ; R
eau/acétone: 1/4
Rendement quantitatif 57 a 61

CO™ O™ S e
MeO
1 58 59 60 61

Figure 71 : Obtention des azotures de la famille I
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4.1.1.2. Réaction Tandem Cycloaddition-Piégeage électrophile appliquée a la famille I

Pour obtenir les 1,2,3-triazoles tri-substitués kde famille I, la réaction tandem
cycloaddition-piégeage électrophil€f( Chapitre 2, paragraphe 2.3.1) a été appliquée en
recourant a plusieurs types d'électrophiles (Tablga). Ainsi les produit$2-66 ont été
formés en utilisant les chlorures de thionyle ouudgle. Les iodo-triazole§7 a 69 ont été
synthétisés en employant le diiode et 'ammoniuniucé nitrate. Enfin les composé&§ et 71

ont été obtenus en utilisantNebromosuccinimide et au bromure d’allyle, respestient.

Les structures des produits finaux de la famillainsi que les rendements des différentes
réactions tandems cycloaddition-piégeage électt®gBD a 96%) sont présentés ci-dessous
(Figure 73). Pour les compos&® 63, 67, 68 et 71, nous avons fixé la position 1 avec un 2-
meéthylnaphtyle et avons fait varier le groupemenpesition 5 (-C(O)-furyle, -C(O)-thionyle,
iode et allyle). Remarquons que les comp@&®et 68 different des autres produits par la
substitution de I'ester en position 4 par un phénlks produit$5 et 66 portent tous les deux
un (-C(O)-thionyle) en position 5 mais differentr ga groupement en position 1 : hexyle
cyclique ou linéaire. Enfing9 et 70 different seulement par la nature de I'halogéraelen

position 5.
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Tableau 21 : Formation des produits finaux de la fanille I’

g:JFI’EA RN
Ri=N3 + =—R, + E-X ooy =
’ E Ry
Entrée R R, E Y(&I;j f
1° 2-(naphthalene)-CH -COEt  -CO-furyl 62, 76
2° 2-(naphthalene)-CH  -Ph -CO-thienyl 63, 54
3 4-MeO-Bn- -CQEt  -CO-thienyl 64, 20
4> cHexyl-CH,- -COEt  -CO-thienyl 65,96
5°  nHexyl- -COEt -CO-thienyl 66, 76
6° 2-(naphthalene)-CH -COEt - 67, 97
7° 2-(naphthalene)-CH -Ph -l 68, 50
g 4-MeO-Bn- -CQEt -l 69, 20
9  4-MeO-Bn- -CQEt  -Br 70,22
10  2-(naphthalene)-CH -COEt  Allyl 71, 46

Chlorure de furyle’Chlorure de thionyl€e’l,/CAN, “CuBr et NBS ‘Bromure d’allyle.
'Ces rendements n'ont pas été optimisés.

4.1.1.3.  Evaluation biologique des produits finaux de la famille I

De la méme facon que pour les analogues nucléoggignous avons décidé de tester
I'activité antiproliférative de ces nouveaux pradusur la lignée K562c{. chapitre 3,
paragraphe 3.2.1.3). Ceci permettra d'étudier latiom structure-activité et de sélectionner
les meilleurs composés pour une étude biologique gbprofondie.

Apres vérification des puretés HPLC (>95%), lesstest été realisés en stimulant les cellules
a une concentration de 10 uM de chaque composé&sABh d’incubation a 37 °C, les
pourcentages de viabilité cellulaire ont été mesuiEableau 22) en utilisant le dosage
colorimétrique XTT ¢f. chapitre 3, paragraphe 3.2.1.3). Nous observosspdarcentages
dépassant largement 50% pour la majorité des potkstés. Ce qui signifie que leurs(Cl
sont supérieures a 10 uM. Les compoB@s69 et 71 sont légerement plus actifs : leurs
pourcentages de viabilité cellulaire s’échelonnentre 36 a 48%. Néanmoins, méme en
tenant compte de ces derniers composés, les astiaffichées pour cette famille restent
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globalement faibles. Ce résultat est cohérent Baseobservations faites au chapitre 3 quant a

la nature des groupements a introduire en position

Tableau 22 : Activités antiprolifératives des compsés de la famille I

Produit final 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71

% Viabilité a 10

UM 100 100 58 70 66 36 65 48 76 46

4.1.2. Famille II’- Modification de la position 1 du triazole

Le développement de cette nouvelle série d’anak@iappuie sur le remplacement du
ribofuranosyle, en position 1 du triazole, par waugpement non saccharidique. Nous avons
donc souhaité préparer une famille de produits peumer le réle de cette position. Différents
parameétres ont ainsi été étudiés : I'aromaticitgédes produits aryliques et aliphatiques, la
géométrievia des composés cycliques et linéaires et les efddstroniquesvia des
groupements électro-donneurs et électro-attract&msositions 4 et 5, nous avons insére,
respectivement, un ester éthylique et un ethynslereéthyligue pour I'ensemble des
analogues de cette famille.

4.1.2.1. Préparation des azotures de la famille II’

Pour synthétiser les composés de la fantillienous avons utilisé les azotures de la fantille
1 et 58-61 plus cing nouveaux compos&®-76 (Figure 74) préparés par substitution
nucléophile Cf. Figure 71). L’'ensemble des azotures de cette lardt présenté ci-dessous
(Figure 75). Parmi les composés nouvellement syisthe quatre sont arylique32 possede
un noyau benzyle non substitd&, 74 et 75 possédent des noyaux benzypesa-substitués
avec des groupements électro-attracteurs (triflétbgie,nitro etcyang. Enfin, le cinquieme

nouveau composed présente une chaine butyle.
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MeO

e

1 58 59 60 61
O O T O
72 FsC 73 O2N 72 NC 75 76

Figure 75 : Azotures de la famille II

4.1.2.2.  Réaction Tandem Cycloaddition-couplage oxydant appliquée a la famille II’

Pour obtenir les produits finaux de la famille, nous avons appliqué la réaction tandem
cycloaddition-couplage oxydatiCf. Chapitre 2, Paragraphe 2.3.2.2) aux azoturesa@s,
58-61 et 72-76). Afin d’insérer I'ester éthylique et I'ethynylester éthylique en positions 4 et
5, le propiolate d’éthyle a été utilisé (Figure.7I6@s triazoles ont ainsi été obtenus avec des
rendements allant de 21 a 84%. Leurs structurelspénaentées ci-dessous (Figure 76). Une
majorité de composés benzyligues a été obtenue, @ee effets électroniques différents.
Ainsi, les composés aryliquéd et 78 se caractérisent par un effet électro-donneudjsajue

79, 80et 81 se caractérisent par un effet électro-attracteaimoyau benzyle du compo8a

ne porte, quant a lui, pas de substituant. Les oség84 et 85 présentent des chaines alkyles

de longueurs différentes et le comp88@résente une forme cyclique non aromatique.
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N=N
Q CuCN-DIPEA R—N_ ot
g K SuCNOPEA :
OEt
1, 58-61 et 72-76 Z "0, // 3et77-85
, 58-61 et 72- THF, 0°C a ta. e
EtO,C
N, N, N, N,
N “N /©/\N “N Ny /©/\N °N
MeO N
/\< CO,Et /\< CO,Et /\< COEt - /\< CO,Et
EtO,C EtO,C EtO,C EtO,C
3,84 % 77,72 % 78, 50 % 79, 50 %
N, -N, -N,
NN /QAN\‘ NN O/\N’N\‘N
NC FsC =
& CokEt ® /\< CO,Et /\< CO,Et /\<C02Et
EtO,C EtO,C EtO,C EtO,C
80, 55 % 81,51 % 82,21 % 83,22 %
AN~ -N NN
N~ N N N
7 Ccog 7 COgt
EtO,C EtO,C
84,57 % 85,34 %
Figure 76 : Formation des produits finaux de la fanile II’
4.1.2.3. Evaluation biologique des produits finaux de la famille II’

Suite a l'obtention de puretés HPLC satisfaisarit€6%), nous avons testé les activités
antiprolifératives des produits de la famille. Ainsi, des cellules K562 ont été stimulées
avec 10 uM de chaque composé. Les pourcentagesalbté cellulaire ont été mesurés par
XTT (Tableau 23). Nous constatons pour la majat#é produits une inhibition efficace du
métabolisme cellulaire. Les pourcentages sont fi efférieurs a 10% pour Six composés
77-81 et84 et entre 10 et 20% pour deux autres comp8s$83. En revanche, les composés
82 et 85, se sont révélés insatisfaisants. La comparaisoted résultats a ceux obtenus pour
les composeés de la famillevalide la nécessité de I'alcyne. Par ailleurs,sn@marquons que
le noyau benzyl@ara-substitué donne les meilleurs résultats indépenuam de son effet
électronique. Ainsi78 et 79 qui présentent des effets, respectivement éledmeur et
électro-attracteur, donnent le méme pourcentageiadelité cellulaire (4%). A linverse, le
composé82 dont le noyau benzyle nest pas substitué possede faible activité. La
géométrie du benzylpara-substitué semble donc adaptée a une bonne interdigand-
cible. Les composés non aryliques présentent dedsoactivités dans le cas de I'hexyle, qu'il
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soit linéaire ou cyclique8@ et 84). A l'inverse, le butyle85 donne une faible inhibition du
métabolisme cellulaire (76% de pourcentage de Mépi

En conclusion, nous pouvons dire qu’une variét§rdepements peut étre tolérée en position
1. Le noyau benzylpara-substitué semble cependant étre le motif le phwerlible a une
activité antiproliférative satisfaisante. De pllaspature de ce groupement (inséré en position

paradu benzyle) semble étre sans influence sur labiivité.

Tableau 23 : Activités antiprolifératives des compses de la famille I’

Produit final 3 77 78 79 80 81 82 83 84 85

% Viabilité a 10

19 8 4 4 10 5 76 11 8 86
UM

4.1.3. Famille III’- Modification des positions 4 et 5 du triazole (en conservant la fonction
alcyne)

Afin d’approfondir cette étude structure-activitépus avons décidé d’apporter quelques
modifications ciblées aux positions 4 et 5 du tlazCeci permettra d’évaluer les différentes
propriétés géomeétriques, électroniques et reactitas) de I'ester éthylique.

4.1.3.1.  Synthése des produits finaux de la famille III’

i Préparation des azotures

Pour synthétiser les composés de la famlille, nous avons réutilisé certains azotures
provenant des famillds etll’ (1, 58-59et 74-75 (Figure 75). Nous y avons additionné deux
nouveaux composésg-87) préparés par substitution nucléophile (réactiétaitiée sur la

Figure 71). Les azotures nouvellement synthétiséseptent un noyau benzyle portant un

atome de fluor en positiomstho etpara (Figure 77).

o o O O
Neplealva

Figure 77 : Synthése des azotures de la famille 1II
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ii. Obtention des produits finaux de la famille III’

Pour obtenir les 1,2,3-triazoles trisubstituésad&@millelll’ , nous avons appliqué la réaction

tandem cycloaddition-couplage oxydatif aux azotym&parés en utilisant différents alcynes

(Figure 78). Ainsi, nous avons utilisé le phényth@he pour les compos&8 et 89, le 3-

meéthoxypropyne poud0, le propiolate de méthyle pofil et92 et le propiolate deert-butyle

pour 93-97. Les 1,2,3-triazoles sont obtenus avec des renasnvariant entre 10 et 58%
(rendements non optimisés). Leurs structures s@septées ci-dessous (Figure 78). Les deux

premiers produit88 et 89 présentent un groupement phényle en position #iazole et en

position terminale de l'alcyne. Sur les mémes pwss, le composé0 présente un

groupement (-CEHHOMe), les composéd3 et 94 des esters méthyliques et les comp@3297

des estertert-butyliques.

NN
R CuCN-DIPEA RN AR
R;-Ns . =" : 2
1, 58-59, 74-75 et 86-87 Hz02 || 8897
THF, 0°C a t.a.
R2
Co % O o O
= NC =
/\< bh /\< Ph Y OMe A coMe
Ph Ph MeO,C
OMe
88, 58 % 89, 62 % 90, 10 % 91,45 %
N N, N,
MeO O,N
/\< COMe > /\< cosu  NC /\< COtBu
MeO,C {BUO,C {BuO,C
92,10 % 93,22 % 94,22 %
F
N N, N,
N ' /©/\N\‘N ©/\N °N
MeO F
/\< CO,tBu ~  co,Bu /\< CO,tBu
{BuO,C tBuO,C {BUO,C
95,22 % 96,10 % 97,30 %

Figure 78 : Structures des produits finaux de la fanille Il
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4.1.3.2. Evaluation biologique des produits finaux de la famille I1II’

Apres vérification des puretés HPLC (>95%), nousnavévalué I'activité antiproliférative
des produits de la famillgl’ , suivant le test réalisé pour les familleset I’ . Des cellules
K562 ont donc été stimulées avec 10 uM de chaqo®eosé. Les pourcentages de viabilité
cellulaire ont été mesurés par XTT (Tableau 24usNabservons pour les compoS&st 89
des pourcentages de viabilité cellulaires trées h@6 et 90%). Ce qui traduit une faible
activité. Ce résultat confirme la nécessité dedhainement alcyne-ester qui a été mise en
évidence par 'étude structure-activité réaliséerpes analogues nucléosidiqué€X.(chapitre

3, paragraphe 3.2.5). Le compdd@ qui porte un groupement(GH,-OMe), présente un
pourcentage de viabilité de 35%, tandis que lespos@s9l et 92 qui présentent un ester
meéthylique (€(0)-OMe) donnent respectivement 6% et 8% de viabidulaire. Cette
comparaison est tres intéressante car elle mevidanee le réle prépondérant du carbonyle
o,B-insaturé. L'évaluation de Il'activité des produrestants93-97 est en cours. Précisons
néanmoins que les analogues portant I'estidtbutylique ont été synthétisés dans I'objectif
d’avoir une plus grande stabilité chimique par mpp I'ester éthylique : leert-butyle
présente un encombrement stérique accru par ragpdiester éthylique, il est donc
potentiellement moins sensible a I'hydrolyse. Héewas, les analogues portant un atome de
fluor sur le noyau benzyle ont pour but de fouume meilleure stabilité métabolique. Cet

atome est en effet communément utilisé pour blotpsesites de métabolisation (phas&?)

Tableau 24 : Activités antiprolifératives des compseés de la famille 11I’

Produit final 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97

% Viabilité & 10

76 90 35 6 8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
UM

Suite a cette étude structure-activité, nous awhssi les sept composés les plus aciifs (
79, 81, 83, 84 et 91) pour déterminer une gamme de leurgoCAinsi, pour chacun de ces
composés, nous avons mesuré les viabilités cekglgiour six concentrations différentes
(0,10;0,25;0,50; 1,00 ; 2,50 et 5,00 uM).

Les résultats sont présentés ci-dessous (Tablgai@ds remarquons que les compd3ést

84, caractérisés par un groupement héxyle cycligumédire respectivement, possedent des

Clsg supérieures a 1 uM. A linverse, pour I'ensembles danalogues aryliques, nous
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observons des &g sont sub-micromolaires. Parmi ces analogues amgigles composeks,

79 et 91se sont montrés particulierement effica¢€dsp< 0,5 uM). Etant donné que le
groupementitro est connu pour induire une toxicité partietfé nous avons décidé de
I'écarter. Les produits sélectionnés ont donc7&ét91. Leurs Cio ont ensuite été mesurées
avec precision et ont donné des valeurs de 0,1 oM B8 et 0,2 UM pour9l. En
comparaison avec les activités de I'ACA {£+ 1 mM) et du composiéad nucléosidiques
(Clso = 0,4 uM), ces composésad non nucléosidiques sont respectivemeritfa et 2 & 4

fois plus actifs.

Tableau 25 : Gammes G, des meilleurs analogues de cette série

Produit Produit
, Structure Cl , Structure Cl
final 0 final 50
N -N.
/@”N\. N @N\.
7 0,5-1,0 83 2,5-5,0
#  CO.Et /\< CO,Et
EtO,C EtO,C

o P
N N

78 MeO ﬁ 0.0-0.5 84 = 1,0-25
o o

79 O,N ﬁ 0,0-0,5 01 NG ﬁ 0.0-0.5
o

81 FsC ﬁ 0,5-1,0

4.1.4. Récapitulatif de I’étude structure-activité

L’évaluation biologique des analogues non nucléqsis, sur la lignée cellulaire K562, a
permis d’étudier I'influence de chaque groupemerd’&boutir a un pharmacophore (Figure
79). Ainsi, les résultats relatifs a la famillenous ont permis de souligner la nécessité de
I'alcyne pour I'activité antiproliférative. Ceuxlegifs a la famillell’ révélent qu’une variété
de motifs peut étre tolérée en position 1 du tteneais qu'un benzylpara-substitué est plus

favorable a une bonne activité. De plus, I'effetcélonique et la géométrie du substituant
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porté par le benzyle se sont montrés sans influpoce I'activité. Enfin, I'étude de bio-

activité de la famillelll’

alcyne-ester en position 5 du triazole.

a permis de confirmer la grande importance dechiamement

P
-N
Favorable /O/\ N™"oN Compatible
Interchangeable R
= A 0
Interchangeable R/ O \R Compatible
0]
S~ Essentiel

. J

Figure 79 : Récapitulatif Structure-Activité

Le développement de cette nouvelle série d’'anabgupermis d’identifier deux nouveaux
composédead 78 et 91 dont les activités sont légerement meilleures cplke du composé
lead nucléosidiqueb. Ces résultats prometteurs nous ont incités &tg@@er les molécules

78 et91 pour des études biologiques approfondies.

4.1.5. Tests de Cytométrie en Flux sur la lignée K562

Les activités antiprolifératives des compogB£t91 sur la lignée K562 ont été mesurées par
0,1 et 0,2 pM
respectivement. Afin de confirmer leur efficacitépus avons testé leurs activités par
cytométrie en flux (CMF)Cf. Chapitre 3, paragraphe 3.2.6). A la différenceddsage XTT

dosage colorimétrigue et se sont montrées pronsetseu Cly =

qui mesure la viabilité cellulaire, la CMF mesuesthux de mort cellulaire en utilisant le
marqueur d’ADN, 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DBHP

Pour les deux compos&8 et91, nous avons testé trois concentrations différe(@gs ; 0,5

et 1,0 uM) en plus d’'un contrdle. Les taux de numlulaire ont été mesurés apres 48h
d’incubation & 37 °C en présence theet91. Le résultat de cette expérience est présenté ci-
dessous (Figure 80). Nous observons qu’a 0,5 pM;olaposé9l induit 44% de mort
cellulaire, tandis que ce taux est de 10% poupteppsér8. Et a 1,0 uM, la mort cellulaire
s’éleve a plus de 92% pofLi alors gu’elle est de 45% pou8. Les doses létales d8 et91

sont donc d’environ 1,0 uM et 0,5 uM, respectivem@e résultat confirme I'efficacité de
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ces composekead sur la lignée K562 et souligne une légere supééiale 91 en termes

d’activité.

Taux de mort cellulaire induit par 78 et 91

% mort cellulaire

100
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Concentration de 78 et 91 (uM)

Figure 80 : Mesure de la mort cellulaire induite pa 78 et 91

4.1.6. Evaluation des activités de 78 et 91 sur d’autres lignées cellulaires

Aprés avoir mis en évidence l'efficacité des confisa8 et 91 sur la lignée K562 par dosage
colorimétrique (XTT) et cytométrie en flux (CMF)oms avons testé leurs activités sur
d’autres lignées tumorales. Comme nous avons dédealécentrer notre projet sur le

SMD/LAM, nous avons sélectionné les lignées cellatasuivantes : SKM1-S et SKM1-R

(Cf. Chapitre 3, paragraphe 3.2.7), MOLM13 et MOLMIACI-AML2 et OCI-AML3.

MOLM13 et MOLM14 sont deux lignées établies a partir du sangpérique d’un patient

atteint d’'une LAM résultant de I'évolution d'un SMEP. Elles différent par I'expression de

certains antigénes.

OCI-AML2 et OCI-AML3 sont deux lignées établies a partir du sangpérique de patients
atteints d’'une LAM apparuge novo

Les tests ont été réalisés en utilisant le dosaderimétrique XTT. Les résultats sont
présentés sous forme desgTableau 26). Nous observons des activités irgareges sur les
six lignées, pour chacun des deux compa&est 91. A titre de comparaison, nous avons

rappelé les Gh de 'AZA et du compostead nucléosidiqué sur les lignées SKM1-S et -R.
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Nous constatons, pour les lignées SKM1-S et -R,|lgsianeilleures activités sont obtenues
pour5 et 78 dont les GJp sont submicromolaires. Le comp@Eest Iégérement moins actif ;
il présente des gJde 1,2 et 1,4 uM respectivement sur SKM1-S et SKM1e résultat sur
la lignée résistante SKM1-R est particulierememnérigssant car il souligne 'intérét de ces
deux composékad en comparaison a la faible activité de 'AZA (¥ 0,8 et 1,4 uM/s
Clsp >10 pM). Sur les trois lignées MOLM-13,-14 et O&AML2, nous observons des
activités submicromolaires et similaires pour lesxdanalogueg8 et 91. Enfin, le test sur la
lignée OCI-AML3 montre également de bonnes actvtéur les compos&8 et91 avec une
legére supériorité pour8 (Clso (78) = 0,7 uM et Gy (91) = 1,4, respectivement). Ces
résultats confirment l'intérét des composésd non nucléosidiques et indiquent leur

efficacité sur 'hémopathie maligne ciblée, a sa&NVID/LAM.

Tableau 26 : Activités de 78 et 91 sur différentdignées de SMD/LAM

N=N
. o .nN o o)
MeO 7 com NC 7 come 5. o Ho/\\Q‘ =N
EtO,C MeO5C >< PN HO  ©H
78 91 5 AZA
(:|50a de78 (:|50a de9l (:|50a deb5 (:|50a de 'AZA
SKM1-S 0,8 1,2 0,5 1,0
SKM1-R 0,8 1.4 0,5 >10
MOLM-13 0,7 0,8 - -
MOLM-14 0,6 0,6 - -
OCI-AML2 0,9 0,7 - -
OCI-AML3 0,7 1.4 - -

®/aleurs des G} présentées en pUM.

Récapitulatif des tests XTT et CMF

Les résultats des tests présentés ci-dessus mhinéérét de chacun des deux composeés
lead 78 et 91. Ainsi, sur la lignée K562, nous avons observé inhéition de métabolisme
cellulaire (XTT) et un taux de mort cellulaire (CMBrometteurs : Gp= 0,1 et 0,2 uM/ Dy

= 1,0 et 0,5 uM, respectivement palB et 91. Nous avons également évalué avec succes
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I'efficacité de ces deux produits sur les lignéesS#D et LAM. Un résultat particulierement
intéressant a été la hausse d'activité présentéeepacomposés en comparaison au traitement
de référence (AZA) sur la lignée résistante de SIBRM1-R : Cko (78) = 0,8 uM et Gy

(91 = 1,4 uMvs Clso >10 pM. Par ailleurs, nous avons noté deg §ilbmicromolaires pour
ces deux analogues non nucléosidiques sur lesekgteé SMD/LAM MOLM-13,-14 et OCI-
AML2,-3 sauf pour91 sur OCI-AML3 Ckp = 1,4 uM). Au vu de ces activités prometteuses,
les composédead 78 et 91 ont tous deux été sélectionnés pour une étudevdiiple

approfondie.

4.2. Etude pharmacologique des composés lead 78 et 91

Apres avoir mis en évidence l'efficacité des con@izdead 78 et 91 sur la lignée de LMC
(K562) et les lignées de SMD/LAM (SKM1-S, SKMA-R,OLM-13,-14 et OCI-AML2,3),
nous nous sommes intéressés a leurs propriétémab@logiques. Nous avons ainsi vérifié
s'ils satisfaisaient aux régles de Lipinski et Vietlgf. Chapitre 3, paragraphe 3.3.1). Nous

avons également évalué leur stabilité chimiquerdvgolubilité et toxicite.
4.2.1. Profils Lipinski et Veber des composés 78 et 91

Les regles mises en place par Linpinski et Vebandat une approche préliminaire du profil
drug-likenessen s’appuyant sur la structure du composé a€lif ¢hapitre 3, paragraphe
3.3.1). Nous les avons donc appliquées aux prod8itet 91, comme nous l'avions fait pour

le composédeadde la série nucléosidique.

Résultats de I'étude

Les propriétés d&8 et 91 sont présentées ci-dessous (Tableau 27). Nouggeors qu'ils
satisfont tous deux aux différentes regles Lipiséber.1) les poids moléculaires d& et

91 sont tous deux inférieurs & 500 g.Fh¢B57,4 et 324,3 g.md) respectivementp) Leurs
accepteurs de liaison-H sont au nombre de 8, cesjen dessous de la limite indiquée (10).
3) lls ne possédent pas de donneur de liaison-Hguiedonne une somme donneur +
accepteur inférieure au nombre imposé par Vebgr 412e nombre de leurs LRL ne dépasse
pas la valeur seuil de 10 définie par Veber (8,ateSpectivement pout8 et 91). 5) leurs
coefficients de partage sont tous deux inférielsg425+1,32 pour8 et 2,84+1,33 poudl).
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L’ensemble de ces criteres indique que les deuxposss/8 et 91 sont potentiellement de

bons candidats pour des tests cliniques de phase |I.

Tableau 27 : Application des regles Lipinski-Vebeaux composés 78 et 91

N~ N\ N~ N‘
N N . . _
g — — B Liaisons a rotation libre
o Y Z Yy = Accepteurs de liaison-H

o N 7 0
\/O e} A /O o} \
© 78 © 91
Produit lead PM ALH DLH clogP LRL"
78 357,4 8 0 2,25+1,32 8
91 324,3 8 0 2,84+1,33 5

JogP a été calculéia le logiciel ChemSketcHLe nombre de LRL a été calculé suivant la définitio
de Veber : « une liaison a rotation libre est uasdn simple n'appartenant pas a un cycle et biast
atomes & la fois non terminaux et différents d'tome d’hydrogéné®.

4.2.2. Tests de solubilité et stabilité chimique

Pour I'étude stabilité-solubilité, nous avons décie sélectionner le compo8é comme
référence. En effet, ce composé est plus susceptlbl se dégrader en raison de son
groupement nitrile. Par ailleurs, le but d’'une é&uysharmacologique étant d’anticiper les
complications pouvant survenir lors des expérienoegvo, nous avons deéecidé d'utiliser,
pour nos tests de solubilité et de stabilité, ddstions pouvant servir de vehicules pour les
injections chez les animaux. Les résultats de ests permettront ainsi a la fois d’évaluer la
solubilité/stabilité chimique d@1 (et par extension celle d&) et d’évaluer la faisabilité des

testsin vivo pour ce COmpose.

i. Solubilité
Nous avons étudié la solubilité 8& en utilisant plusieurs combinaisons de DMSO €PBS&
(tampon phosphate salin). Ces essais ont donné9diaume concentration soluble maximale

de 0,85 mM dans une solution PBS/DMSO : 36/64. €riltat indique une faible hydro-

solubilité. Des modifications structurales sont@amrévoir pour I'optimiser.
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ii. Stabilité chimique

Pour étudier la stabilité chimique 91, nousnous sommes référés au résultat ok ci-

dessus. Ainsi, une solutiate 91 a 0,85mM dans un mélange de PBS/DM : 36/64 a été
préparée puis stocké&e température ambiantNous avons ensuitenalysé son profil de
dégradationen fonction du tempspar suivi HPLC (Figure 81).

Nous remarquons qu’aprésjours, le compos91 est encore présent a%. Au 14™jour,

73% de91 est détecté et a 20 et 39 jours, ce pourcentagiedd® et 58, respectivement. (
résultats semblent indiquer une bonne stabilitéhcjue dans cette solution, sachant qu’:

jours le temps de Y2 n’a toujours pas été at

Dégradation de 91 en fontion du temps

% de 91 restant
120

100
80 -~
60 -
40
20 -

0 -

i1 3 j5 j6 j7 j14 j16 j20 j39

jours

Figure 81 : Stabilité chimique de 91 en fonction du temps

4.2.3. Toxicité de 78 et 91

La toxicité des composdsad 78 et 91 a été étudiegia descellules mononucléaires du se
périphérique : PBMCperipheral blood mononuclear c). Ces dernieresnt été traitées avec
des concentrations dé8 et 91 s’échelonnant entre 0,25 uM et 50,08M. Pour chaque
concentration, léaux de mol cellulaire a été mesuré par CMF. Notapsun échantillon de
cellules non traitées a sede contrdle négati

Les résultats de ces testsit mis en évidence la non toxicite d&8 et 91 pour des
concentrations inférieures a 10 |(taux de mort cellulaire<10%} l'inverse, ils ont montre
gue pourdes concentrations 25 et 50 pM, le taux de mort cellulagemgait jusqu’a 40%

pour chacun des deux compolead
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Nous pouvons déduire de ces résultats que la téxdei79 et91 est limitée : la concentration
seuil de toxicité (10 uM) équivaut a 100 et 50 feisrs Cko, respectivement (J(78) = 0,1
pMet Cko(91) = 0,2 uM).

4.3. Mode d’action de 78 et 91

L’étude de la stabilité et solubilité &L montre qu’il faut apporter certaines modifications
structurales a nos compodésad avant de pouvoir envisager des taatyvivo. Néanmoins,
leurs activités prometteuses sur les différentgaés d’hémopathies myéloides testées,
LMC, SMD et LAM, nous ont incités a étudier leursoaes d’action. Ceci permettra
notamment d’étudier linfluence des différencesustrales sur le mode d’action, par

comparaison aux résultats obtenus pour le compaséucléosidique.

4.3.1. Etude de la mort cellulaire induite par 78 et 91

L’'un des objectifs de cette these étant de consdevenode d’action de I'ACA, il fallait
étudier, de facon prioritaire, le type de mort welire induite pai78 et 91. Dans ce contexte,
nos collaborateurs ont réalisé des tests enzynetign utilisant le Zvad-fmkz-Val-Ala-
Asp(OMe)-fluorométhylcéton€rFigure 82). Il s’agit d’'une molécule permettaiet bloquer le
processus apoptotique par inhibition des caspadepifre 3, paragraphe 6.1). Sa présence

annule, par conséquent, I'activité des composéssadt ce type de mort cellulaire.

é\fo

SN

Clo 4R 11T,
0 AL o]

Figure 82 : Structure du Zvad-fmk

Nos collaborateurs ont réalisé ce test pour cha@mdeux composé& et 91 via quatre
expériences différentes effectuées sur la ligndkilaiee K562 (Figure 83). La premiére
présente un contrfle visant a valider I'ensemble @sultats. La deuxiéme et la troisieme
etudient, respectivement, l'effet de Zvad-fmk edffet du composé d’intérét8/91, sur le

meétabolisme cellulaire. Enfin, la quatrieme exp@&@&donne acces a l'effet de Zvad-fmk sur
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I'activité de ces composésad (une concenation de 0,5 uM a été utilisée pour chacun
deux composégs et91).

Nous observonspour les deux premieres expérier, des pourcentages de métabolis
cellulairede 100, ce qui confirme la validité des résultatmentre que Zve-fmk n’affecte
pas le métabolisme cellulair®ans surprise, la troisieme expérience indique78 et 91 sont
tous deux actifsur cette lignéeLa quatrieme expérienasst la plus importante. EImontre
gu’'en présence de Zvad-fjmk8 et 91 conservent leurs activités. Leursodes d’action ne
dépendentlonc pas des caspa. Par conséquentes morts cellulairequ’ils induisent ne
seraient pas de type Ce résultat e tres prometteur car traduit la possibilité pour le
composédead non nucléosidiqus deconserver le mécanisme autophagique de I et
d’atteindre ainsi I'un des objectide cette these.

Rappelons que les tests enzymatiques etanalyses par westebiet du composéead
nucléosidique5 (Chapitre 3, paragraphe (avaient mis en évidencene mortcellulaire
impliquant & la fois lavoie apoptotique et autophagit. Le changement structural entre
deux séries développées incdonc clairemendles différences au niveau du mode d’'ac
Ces résultats intéressanesstint a confirmer par 'dutres expériencesNous envisageons
prioritairement de réaliselle: analyses par western-bloiblant le marqueur autophagiq
LC3 (Chapitre 3, paragraphe 6.2afin de mettre en évidence teécanisme autophagiq
potentiellement induit par cemuveaux composésad

100 —— 100 ——
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Figure 83: Effet de l'inhibiteur pan -capase Zvad-fkm sur l'activité d&8 et 91
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4.3.2. Localisation intracellulaires des composés lead 78 et 91

Les fluorophores sont des molécules capables diégemen signal de fluorescence suite a
'absorption d’'un photon. En biologie cellulaireg signal est communément étudié par
microscopie de fluorescence afin de définir la ligaéion d’'un composé donné dans la
cellule. 1l existe deux classes de fluorophoredrinséques et extrinseque. La premiere classe
désigne les molécules qui portent naturellememhatif fluorescent. A I'inverse, la deuxieme
classe est obtenue par addition d’'un motif fluoeesctel que la fluorescéine et ses dérivés, le
chlorure de dansyle ou le BODIPY, a une molécul&lament non fluorescente.

Dans le but d’élucider le comportement des comptessd 78 et 91 dans la cellule, nous
avons recouru a la méthode de fluorophores extjues¥ia deux sondes de faible taille : le

dansyle et le 7-nitrobenzofurazanyle.

4.3.2.1.  Synthese des composés fluorescents

L’étude structure-activité réalisée pour la séia mucléosidique (paragraphe 1.4) a montré
gue la positiornpara du benzyle était la plus modulable et la moinsuarite sur l'activité
antiproliférative. Nous I'avons donc choisie pouadHition des fragments fluorescents
(Figure 84). Précisons qu'un court bespaceura été inséré entre le pharmacophore et les

fluorophores (dansyle ou le 7-nitrobenzofuranzanyle

Bras espaceur
_N
N~
N ! N <
7-nitrobenzo- <— R~~~ Y
furazanyle P4 o 74 CO,Et
Et0,C l
dansyle z

Parmacophore

Figure 84 : Structure générale des composés fluomts

i. Svynthése du composé fluorescent portant le dansyle

Pour synthétiser le composé fluorescent portanddesyle, nous avons suivi le chemin
réactionnel décrit ci-dessous (Figure 85). Le Ig®nihopropane est d’abord protégé a l'aide

du dicarbonate de dert-butyle pour conduire au composé 98 ou seule unetitm amine
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reste libre. Celle-ci est ensuite couplée au chdode dansyle pour donner l'intermédiaire 99
avec un rendement de 86%. Une dé-protection dupgroanttert-butyl-carbamate a l'acide
trifluoroacétique fournit I'intermédiaire 100 avan rendement de 78%. Parallelement a cette
séquence, le synthon 101 est préparé a partiradedé (bromométhyl)-4-benzoiquea la

substitution du groupement bromure par un azoawes un rendement de 76%.

Br NaN, N3
HO ———> HO
DMF, 65 °C, 3h

O 76 % O 101

Figure 85 : Obtention du synthon 101

S’ensuit un couplage peptidigue entre ce dernierleetcomposé 100 conduisant a
lintermédiaire 102 avec un rendement de 63%. Endime réaction tandem cycloaddition-
couplage oxydatif donne le produit fluorescent lfib@3 avec 14% de rendement (rendement

non optimisé).

Chloroforme, 0°C, 24h DIPEA
Rdt? 98 DMF (anhydre), t.a., 24h
86 %

A o
AN Boc,0 A~ ’ 6° | O H
HoN NH, HoN NHBoc _N O 5N~~~ NHBoc

N3 /
L 50
TFA
—_— N g N NH2 0 Q H H No
DCM, ta., 30 min. R0 HOB, DIC, DIPEA g NN
\

78 % o] DMF (anhydre), t.a. 24h o
100 63 % o o}

o

/

/LOEI —N N
Cul-DIPEA H H Ny
H,0, ,/SfN\/\/N =
THF, 0°C-t.a., 6h 0" 4 W/

14% 103 EtO,C

Figure 85 : Synthese du produit fluorescent 103 pt¢ant le motif dansyle

ii. Synthése du composé fluorescent portant le 7-nitr@mzofurazanyle

Pour synthétiser le composé fluorescent portaitrigrobenzofurazanyle, nous avons suivi le
chemin réactionnel décrit ci-dessous (Figure 8&).dtemiére étape est une substitution
nucléophile aromatique entre le diaminopropane miwpootégeé 98 et le 4-chloro-7-

nitrobenzofurazan. Ceci donne l'intermédial@4 avec un rendement de 37%. La fonction
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amine masquée par un carbamate est alors libérékaption de I'acidetrifluoroacétique
pour former 105 avec un rendement de 78%. L'étape suivante estauplage type
peptidique, entre le composkD5 et le composél0l précédemment décrit (Figure 85),
donnant l'intermédiairel06 avec un rendement de 45%. Enfin, I'applicationlaleéaction
tandem cycloaddition-couplage oxydatif donne ledpib fluorescent finall07 avec un

rendement non optimisé de 10%.

NO, NO,
/Q,Noz HoN"~""NHBoc 98 /C( TFA /C(
(¢]] :
BN Cs,CO4 BOCHN/\/\H ¢ \.N 7DSCD/Q ta., 30 min. HZN/\/\H F
N-O
104

N-g Toluene, reflux, 3h N-O
37 %

0 N
N -
Ho\n/©/\ : H H Na /LOEt H H N\ N
o ™ ~ CUCN-DIPEA ~ " y
T 7 COEt
02 \ N 02N \ h

105

(e} Ho0 (e}
HOB, DIC, DIPEA N T|%|F2 . o N 107 Et0,C
DMF (anhydre), t.a. 24h N-G 106 ,0°C-ta., N-G
10 %

45 %

Figure 86 : Synthése du produit fluorescent 107 pteint le motif 7-nitrobenzofurazanyle

4.3.2.2.  Propriétés physiques des composés 103 et 107

Les composés fluorescents sont caractérisés psiepta grandeurs physiques dont la mesure
permet d’évaluer la qualité du signal fluoresc&es grandeurs comprennent les longueurs
d’onde d’absorptionXzpd et d’émission Xemi), le coefficient d’extinctiong) et le rendement
guantique @) qui décrit le rapport entre le nombre de photémss et le nombre de photons
absorbés par le composé. Nous avons donc mesuréallEss de ces grandeurs pour les
composeéslO3 et 107 (Tableau 28). Nous remarquons pour le compd&un rendement
guantique tres faible (1%) tandis que pour le cosedd®d7 nous obtenons un rendement
guantique satisfaisant (43%). De plus, a lI'invated03 qui absorbe dans la région UV (343
nm), le composé&07 présente I'avantage d’absorber dans le visibles (Am), ce qui est
compatible avec le laser d’excitation communémditis@ en biologie cellulaire (laser argon
488 nm). De surcroit, cette longueur d’'onde forteingecalée vers le rouge permet de

soustraire I'absorption cellulaire.
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Tableau 28 : Propriétés physiques de 103 et 107

o o By
T O i O
s NN y //  CO,Et
* COEL  ON" O

oo 103 Pt g N‘dN 107 o
Aabs(Nm) Aex(nm) g (M*cmi) ¢
103 343 527 4300 1%
107 477 540 25500 43%

¥a p-dimethylaminoflavone (dMAF) a été utilisée aomréférence A, (nm) = 4049 = 0,27).

4.3.2.3.  Etude de la fluorescence de 103 et 107 dans les cellules

Pour étudier le comportement de nos composés #aents dans les cellules, nous avons
utilisé deux types de microscopes : le microscofiecgiescence et le microscope confocal.

v" Microscope a champ large Equipé de filtres et de miroirs dichroiques, ce
microscope permet d’illuminer I'’échantillon, séigement, a sa longueur d’onde
d’excitation et de détecter uniqguement I'émissieriahgueurs d’onde plus éleveées.

v" Microscope confocal Grace a un faisceau laser mince, ce microscopagbede
focaliser I'excitation lumineuse sur un plan défild I'échantillon. Ce qui donne des

clichés de grande résolution.

Tests sur les composés 103 et 107

Préparation des échantillons L'observation au microscope peut se faire sur ddlisles en

suspension ou fixées. Remarquons que les réssittatgénéralement meilleurs aprés fixation
car cela permet d'immobilier les constituants dalhes. Toutefois, nos collaborateurs ont
constaté que ce procedé pouvait, dans certaingalté@er la fluorescence des produits. Nous
avons donc effectué des tests préliminaires afidadmir les meilleures conditions pour nos
composés. Ainsi, nous avons préparé deux typehahdidions :a) Cellules K562 vivantes,

b) Cellules K562 fixées par I'action dparaformaldéhyde (PFA). Ces échantillons ont

ensuite été stimulés avec des solutiond@et 107 a 1 uM. Apres 1h d’incubation a 37 °C,
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les cellules non fixées ont été immeédiatement iresgdandis que le deuxiéme type

d’échantillon a été traité au PFA pendant 20 mmateant observation au microscope.

Microscopie a champ large Les échantillons décrits ci-dessus ont été imagar le
microscope a champ large. Nous avons observé laenggralité de signal pour les produits
fixés et les produits en suspension. Nous pouvons dffirmer que la fixation n’affecte pas
la fluorescence de nos produits. Par contre, neoissaobservé une fluorescence extrémement
faible pour le composd03 et ce indépendamment de I'échantillon testé. Geltat est
expliqué par le rendement quantique faible de oelyt (1%), ce qui induit une brillance

médiocre. Pour les tests suivants, nous nous somomesfocalisés sur le compaobk@?7.

Microscopie confocale: Aprés ces tests préliminaires réalisés a I|'aildie microscope a
champ large, nous avons recouru a la microscopiefonoale afin dobserver le
comportement intracellulaire du compd<¥ avec une meilleure résolution. La concentration
d'l pM s’étant révélée excessivement forte lors eéegériences précédentes, nous avons
décidé de stimuler les cellules K562 avec troisceoirations différentes : 250 nM, 100 nM,
50 nM. Apres une incubation d’lh a 37 °C, les de#iont été traitées au PFA puis fixées sur
un support. Aprés séchage, les échantillons ontr&gés en microscopie confocale mais les
résultats ont été décevants. La distribution dupitcs’est en effet montrée homogéne ce qui
indigue une saturation potentielle des cellules.

Dans le but d’obtenir de meilleurs résultats, nausns réalisé un deuxieme test en utilisant
des cellules Hela, connues pour leur adhérence.déggéres ont été stimulées par six
concentrations différentes d&07: 250,0; 125,0; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8 nM. égr
incubation (1h, 37 °C), les cellules ont été imagéa suspension. Les résultats ont été
meilleurs que pour les cellules K562. Sachant gsdnt préliminaires, ces résultats doivent
étre contrélés par des tests de co-marquage. dlt sgfanmoins intéressant de noter qu’ils
semblent révéler une zone de concentratiobOfepouvant correspondre au peroxysome.
Notons que des tests complémentaires de fluores@nde compos&07 sont actuellement

en cours.
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4.3.3. Elucidation de la cible moléculaire

La biotine est une molécule de petite taille (2244g3mol*) connue pour sa forte interaction
avec la streptavidine, un homotétramére de 56 EDalus de sa trés haute affinité (constante
d’'association : k = 10° M), le complexe streptavidine-biotine est caracénmr sa
spécificité et sa résistance a différentes conwiti@xpérimentales (agents dénaturants,
dégradation enzymatique, PH extrém&8)'°” Pour ces raisons, il est largement utilisé en

biochimie et biologie moléculaire.

Identifier une cible moléculaire par utilisation du systéme biotine-streptavidine

Parmi les applications de ce systeme, on trouveol€ément et la purification de
macromolécules d'intéré®. Ainsi, pour identifier la cible d’un composé &atonné, on peut
greffer a sa structure une molécule de biotinentawke I'injecter au milieu biologique.
L’échantillon est ensuite purifida un support chromatographique portant la streptaeid_a
grande affinité et spécificité biotine-steptavidineermet d’éliminer par lavages toutes les
protéines, excepté celle liee au composé biotyh#décomplexe protéique est ensuite dissocie

et la protéine-cible est isolée afin d’étre ideésf

Synthése du composé biotinylé

Pour élucider la (les) cible(s) moléculaire(s) as momposétead 78 et 91, nous avons eu
recours a ce systeme biotine-streptavidine, enhéyisant un dérivé conjugugotine-78.
Nous avons décidé d’ancrer le motif biotine au ptarophore en positiopara du noyau
benzyle, comme pour la formation des composésdhaants (Figure 87).

Espaceur
7-nitrobenzo- H ? " N~ N\\N
furazanyle N N —
Composés fluorescents ™ R™ 7 y

Elucidation cible sub-cellulaire e 7 CO,Et

dansyle (o]

EtO,C l
Biotine Parmacophore
%{_/
Composé biotinylé
Elucidation cible moléculaire

Figure 87 : Structure générale composé biotinylé/anposés fluorescents
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4.3.3.1.  Premiére approche visant a former le composé biotinylé

Pour obtenir le composeé biotinylé, nous avonssdtiline premiere approche rétro-synthétique

en déconnectant la biotine du fragment lesaceur pharmacophore (Figure 88).

Couplage peptidique Tandem cycloaddition-Couplage

oxydatif

0] 0]
HNJ( HNJ(
NH NH N
H H \ N'N.\ H H H N~ N
s annﬁ < Sy =
' // CO,Et ) o // CO,Et

o) o)
EtO,C EtO,C

Figure 88 : Premiere approche rétro-synthétique viant a former le produit biotinylé

Ainsi, nous avons suivi le chemin réactionnel décirdessous (Figure 89). Une premiére
étape consiste a coupler l'acide carboxylique ppeele composd01 a I'amine libre du
compose98. Ce couplage peptidique a donné un trés bon reeaer02%) grace a
I'activation préalable de l'acide carboxylique emorure d’'acyle. La déprotection dert-
butylcarbamate de l'intermédiairE08 donne le produitl09 qui suit une réaction tandem
cycloaddition-couplage oxydatif. Malheureusemegti ne donne pas le produit désiré ; une
dégradation dd09 est en effet observée. Ce résultat peut étre qaplpar une chélation

potentielle exercée par I'amine libre sur le compleuivreux.

Q 1.50Ch, Q i TFA
. +
o DCM.80°C 1h H/\/\NHBOC m—> NN
" 5 HZN/\/\NHBOC (98) Ng DCM, t.a., 30 min. N, H
DIPEA
101 DCM, 2, ta. 108 109
2%
[e]
///LOEl N
CuCN-DIPEA N “7‘/©/\N N
——>X—> H N _~_ ==
TR 0C ata 0 /\< COAEt
rhata EtO,C

Figure 79 : Premiére approche synthétique visant former le produit biotinylé

4.3.3.2.  Deuxiéme approche visant a former le composé biotinylé

La premiere approche ayant échoué a former le grdmiotinylé, nous avons essayé une
deuxieme stratégie rétro-synthétique (Figure 9@mm@e la réaction tandem cycloaddition-
couplage oxydatif s’est montrée sensible aux grogrmgs pouvant jouer le réle de ligands,

nous nous sommes proposé de I'effectuer en deMaers avons donc envisagé de coupler le
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brasespaceus la biotine et au pharmacophore avant de formeiaeole, de sorte a ce qu'il

n'y ait pas d’amine libre lors de la réaction tamde

Tandem cycloaddition- C | tidi
//(Z Couplage oxydatif o ouplage peptidique
HaL N HN//(NH \
H
Z\TH N 7‘/ﬂj/\ ?TH H /\n/©/\ Ny
. N . N
S , \/\/ S \/\/ h
/\/\n/ /\<002Et /\/\n/ , I
Et020
J? Couplage peptidique
HN
NH
E> S N\/\/ NH, + HO
6}

Figure 90 : Deuxieme approche rétro-synthétique vant a former le produit biotinylé

Pour appliquer cette stratégie, nous avons suivchemin réactionnel décrit ci-dessous
(Figure 91). Nous commencgons par un couplage tgpigique entre la biotine et le 1,3-
diaminopropane monb-protégé9d8, ce qui donne l'intermédiairel0 avec un rendement de
34%. Ce dernier est ensuite déprotégé a l'aide’adidé trifluoroacétique pour donner le
composélll, avec un rendement quantitatif. Un couplage peptel entre l'intermédiaire

111et le synthorl01 est subséquemment suivi mais le produit attenést malheureusement

pas forme.
0 (0]
HNJ(NH HN//(NH
H H HoN">""NHBoc (98) H
on _Dic, HOBT H H NHB TFA
s DIPEA s ~NANABOC oA 7h
/\/\g/ DMF, ta. 16h /\/\g/ 99 %
34 % 110
(0] N 0
3
HN/Z( HOW(OA HN/Z(
H NH T (101 H NH
?TH H DIC, HOBT ” Z\TH H H Ne
, N NH , . N N
S ~ N2 piBEA s~ ~
/:1/\[(; DMF, ta., 24h /\/\[g o

Figure 91 : Deuxieme approche synthétique visant fBrmation du composé biotinylé
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4.3.3.3. Troisieme approche visant a former le composé biotinylé

Comme ces approches linéaires n'ont pas permismdeef le produit biotinylé, nous avons
décidé de suivre une stratégie rétro-synthétiquevergente. Ainsi, nous avons choisi la
liaison peptidique entre le braspaceuret le pharmacophore comme point de déconnexion.
Les deux synthons obtenus (synthons 1 et 2, Fi@2e devaient donc étre préparés
séparément et couplés lors de la derniére étapgniieeése.

0 Couplage peptidique
HN J(NH
0 Couplage peptidique H
/[( H Synthon 1
HN S N \/\/ NH;

© © EtO,C
2 Synthon 2
COLEt

EtO C
Tandem cycloaddtion-
couplage oxydatif

Figure 92 : Rétro-synthése convergente pour la foration du composé biotinylé

Préparation du synthon (1)

Le couplage de la biotine au 1,3-diaminopropane adiprotégé98, effectué dans le cadre
de la deuxieme stratégie de synthése (paragrafi®),3a donné un rendement assez faible
(34%). Pour la préparation du synthdt), (nous avons donc décidé de pré-activer l'acide
carboxylique porté par la biotine avant de passecauplage. LeN-hydroxysuccinimide a
donc été inséré (Figure 93). Ceci a donné l'intelimiée 112 avec un rendement de 95%.
L'ester porté parll2 est ensuite déplacé par I'amine libre 1,3-diamioppne mondN-
protégé98, donnant le composEl3 avec un rendement de 78%. Enfli3 a été déprotégé

par I'action de 'acide trifluoroacétique pour dente synthonX).
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Figure 93 : Préparation du synthon 1

Préparation du synthon (2)

L’acide carboxylique du compod®1 a été activé par I'addition dy-hydroxy-succinimide,
en vue du couplage peptidique avec le syntipnLe composd 14 a ainsi été formé avec un
rendement de 95%. Ce dernier a ensuite suivi latiocdkatandem cycloaddition-couplage

oxydatif pour obtenir le syntho) avec un rendement non optimisé de 10%

(o]
N, 0 N, Z O 0 NNy
HO NHS o CuCN-DIPEA o _
DIC-DIPEA N~ H202 N~ Yy
DMF, 0 °C ata. o THF, 0°C-t.a., 6h o 7 CO,Et
(@]
114

95 % 10 % o EtO,C
Synthon (2)

Figure 94 : Préparation du synthon (2)

Couplage des synthons (1) et (2)

Le couplage entre 'amine du synthdr) €t I'acide activé du syntho)((Figure 95) a donné

un résultat préliminaire encourageant : I'analyaebcut réactionnel par LC-MS a permis de
mettre en évidence la présence du composé biotibyfe Comme cette méthodologie
convergente s’est montrée viable, elle sera réééliavec des quantités plus importantes des
synthons ) et @). Ceci permettra d’isoler le compo%&5, de le caractériser et de l'utiliser

afin d’élucider la (les) cible(s) moléculaire(®sdcomposéead non nucléosidiques8 et91.

o] [}
HN//< o NN HN%
H NH N DIEA Hal N N
) H ' &O ﬁ DMF, ta ?TH H H NN
S™ N + 0 CO2Et 55 D/' S ",,/WNWN =
NH Et °
/\/E]/ SN -NHs 0 0,C A A // CO.Et
TFA EtO,C
Synthon (1) Synthon (2) 115

Figure 95 : Couplage des synthons 1 et 2 pour larfoation du composé biotinylé
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4.3.4. Lacible des composés lead 78 et 91 est elle une enzyme a cystéine ?

L’étude structure-activité réalisée pour les dewxies développées, nucléosidiquef. (
Chapitre 3, paragraphe 3.2.5) et non nucléosidiGfieChapitre 4, paragraphe 4.1.4), a réveélé
la nécessité du systeme conjugué alcynyl-ester lpaiivité antiproliférative. L'importance
particuliere du groupement carbonyle porté patdiea de surcroit été soulignée. Nous allons

nous intéresser ici a la réactivité biologique cedonylesx, B-insatures.

i. Réactivité biologigue du carbonylea, B-insaturé

Dans le monde du vivant, les carbonye$-insaturés interagissent prioritairement avec les
protéines portant des groupements thiols, en ralsdeur caractére md®®. Par conséquent,
les enzymes possédant des résidus cystéines dmeglemaines catalytiques, présentent des
cibles privilégiées pour ces especes réactivesidRits groupes ont tiré avantage de cette
observation. En s’appuyant sur des accepteurs dbadi, ils ont développé des composés
actifs agissant comme inhibiteurs d’enzyme(s) aéuys. Nous en citons un seul a titre

d’exemple : I'AG-7088"° mais bien d'autres sont décrits dans la littéeattf*+*2

Rupintrivir (développé par le groupe pharmaceutique Agouron) :

Le Rupintrivir ou AG7088 (Figure 96) est un vinyter qui inhibe de facon irréversible et
sélective la protéase a cystéine 3C. Comme cettgnen est impliquée dans la réplication
virale des rhinovirus humains, le Rupintrivir a é&électionné comme candidat pour un

traitement antiviral®. Son développement a été conduit jusqu’en phasieu 11/111.

N

H
o-N
(0] 0]
\MN <N VLN
o-N H o ‘; H 0

F
Ruprintivir, AG-7088

Figure 96 : Structure de I’AG7088/Rupintrivir
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ii. Cas des Composés 78 et 91

En nous référant a la réactivité qui caractérisealecepteurs de Michael (décrite ci-dessus),
nous avons émis I'’hypothése, pour nos comptessel d'un mode d’action reposant sur une
interaction avec une (des) enzyme(s) a cystéineoriddci que des analogues de 'ACA sont
connus pour étre substrats de I'IMPDH (une enzymeystéine). Nos molécules étant
également dérivées de I'ACA, cet élément confoltteplothése énoncée ci-dessus. Afin
d’étudier cette potentialité, nous avons souhadtdet leur réactivité chimique en présence
d’'une cystéine protégée au niveau de ses fonctionmse et acide carboxylique.

Ainsi, nous avons mis en présence le com@isét laN-(tert-Butoxycarbonyl)-L-cystéine
methyl ester, dans l'acétonitrile et & températarabiante. Nous avons observé une
consommation totale du substrat apres 3h de réadtianalyse du brut réactionnel a révélé
trois produits différents que nous n’avons malheseenent pas réussi a isoler. Ce résultat
nous a incités a réaliser la méme expérience avammposé modeléd. Pour ce deuxiéme
test, nous avons a nouveau observé la formatiotroi® produits : un majoritaire et deux
minoritaires dans un rapport de 0,50/0,25/0,25ptagluit majoritaire a pu étre isolé16-a,

Figure 97). Il résulte de I'addition conjugutéansdu thiol sur le carbonyle,B-insaturé.

Nous n’avons pas réussi a isoler les deux prodnitsritaires mais nous suspectons qu’il
s’agit d’'une part d’'un produit d’addition conjuguéss, isomére Z {16-b Figure 97) du

produit majoritaire qui présente une configuratigmométrique E, et d’autre part d’un produit
d’addition en position 3 de I'accepteur de Mich@el6-g Figure 97). Les structures seraient

celles présentées ci-dessous (Figure 97).
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BocHN  OMe BocHN OMe MeO  NHBoc
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Figure 97 : Structures proposées pour les trois piuits formés par addition du thiol sur le composé 9
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Remplacement de I'ester par une cétone

L’expérience décrite ci-dessus montre que nos ceggbead réagissent bien en présence de
nucléophiles de type thiol. Une interaction avee oo des enzymes a cystéine pourrait donc
étre a l'origine de leur activité biologique. Cesultat laisse penser que la fonction ester
portée par I'alcyne est importante uniquement Emur groupement carbonyle. Elle pourrait

donc étre substituée par une cétone permettarfoéslde conserver le carbonye3-insaturé

et d’accroitre la stabilité hydrolytique du compoBéur étudier cette possibilité, nous avons
synthétisé le produit17 en utilisant le 3-butyn-2-one pour la réactiondim cycloaddition-

couplage oxydatif (Figure 98).

N
@”m /?\ CUuCN-DIPEA g NN
+ =
NC I H,0, NC Vi
THF, 0°C a ta. o o)
75 117, 3%

Figure 98 : Formation du produit 117

L’activité antiproliférative de ce composé a ététde sur la lignée cellulaire K562a le
dosage colorimétrique XTT. A une concentration @quM, il a donné une viabilité cellulaire
de 5,5%. Ce résultat est tres proche de la viahilulaire mesurée pour le compdséd
914 méme concentration (10 pM) : 5.8%. Ainsi, I'mnfance de I'enchainement alcynyl-
ester, mise en évidence par les études structtirgt@csemble étre due a l'accepteur de
Michael formé par le groupement alcynyle-carbonyle.

Ce résultat est tres prometteur car il révéle Issiialité d’éliminer les sources d’instabilité
gue représentent les groupements esters portésspaositions 4 et 5 du triazole. Par ailleurs,
ce résultat indique que I'étude de métabolisatient tre reprise en prenant en compte la

réactivité d’accepteur de Michael que présentestaomnposékead

4.4. Conclusion du chapitre 4 et perspectives

L'étude structure-activité réalisée pour la sérigcléosidique a montré que le noyau
saccharidiqgue posseédait une influence limitée. Alintirer avantage de cette observation,
nous avons développé une deuxiéme série non nidibass a travers trois familles de

produits (', II' , lII' ). Ceci a permis d’identifier deux nouveaux comgdeéad 78 et 91 dont
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l'activité a été étudiée sur la lignée cellulairB@R via le dosage colorimétrique XTT (&=

0,1 et 0,2 uM, respectivement) et la CMF {pE 1,0 et 0,5 uM, respectivement). Comme ce
projet est centré non seulement sur la LMC maiseéuant sur le SMD, les activités @8 et

91 ont été testées sur six lignées cellulaires de &MM : SKM1-S et —R (correspondant au
SMD), MOLM-13 et MOLM-14 (correspondant a une LAR&tmnt développée a partir d'un
SMD) et OCI-AML2 et OCI-AML3 (correspondant a unAM s’étant développéde novg.

Les deux nouveaux composksd ont donné une activité antiproliférative efficaoentre
toutes ces lignées (61(78) = 0,6-0,9 UM ; G (91) = 0,6-1,4 uM). Ces résultats prometteurs
nous ont incités a étudier le profil pharmacologigie ces produitga les regles de Lipinski

et Veber, la solubilité, la stabilité chimique attbxicité. Ceci a donné un résultat satisfaisant
pour le profil Lipinski-Veber, la stabilité chimiguet la toxicité, tandis que I'’hydro-solubilité
de 78 et91 s’est montrée limitée. Par ailleurs, des analysed/pestern-blot ont été réalisées
pour élucider le mode d’action des nouveaux composksd Elles ont montré que la mort
cellulaire induite par78 et 91 reposait uniquement sur un mécanisme autophagigee.
résultat est tres prometteur pour la suite du prcge il répond a I'objectif initial, & savoir
conserver le mode d’action autophagique de I'’ACAurRtudier le parcours intracellulaire de
ces composékead non nucléosidiques, deux composés fluorescentgténgynthétises103

et 107. lls portent respectivement un noyau dansyle ehayau 7-nitrobenzofurazanyle. La
mesure des propriétés physiques de ces composgsgam des tests préliminaires de leur
fluorescence en microscopie a champ large et coafenont montré quéOQ7 était plus
efficace. Des études approfondies de fluorescemteastuellement en cours. Afin d’élucider
la (les) cible(s) moléculaire(s) d8 et91, la synthése d’'un composé biotinylé a été envisagé
a travers différentes stratégies. Un schéma réamtloconvergent s’est montré efficace et le
dérivé biotinylé 115 a pu étre identifié. Une étude s’appuyant sur \isténe biotine-
streptavidine et sur l'analyse protéomique autoeircé composé est prévue. La relation
structure-activité a validé la nécessité du madtifyryl-ester déja mise en évidence a travers
la série nucléosidique. Ceci indique la potentatiour nos composésad d’'agir comme des
accepteurs de Michael. Pour vérifier cette hypahesmous avons réalisé une réaction
chimique entre le substrat modél@ et une cystéine protégée au niveau de ses fosction
amine et acide carboxylique. Cette expérience atmdajue l'activité des composésad
pouvait effectivement provenir de ce caractére gtece de Michael. En nous appuyant sur ce
résultat, nous avons synthétisé un dériv&&len remplacant I'ester éthylique par une cétone
(composéll7). L’évaluation biologique de ce produit a montod €fficacité, ce qui conforte

davantage une réactivité de type accepteur de Miguar nos composésad
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Perspectives
Une étude plus approfondie autour du mode d'actien78 et 91 est a prévoir. Sa

comparaison au mode d’action sl@ourrait permettre de mieux appréhender I'intenexion
apoptose-autophagie impliquée dans les processuwdux. L’hydro-solubilité limitée dé8
et91 appelle une optimisation structurale de ces cogglead Enfin, au vu de la potentialité
de nos composdsad de réagir en tant qu'accepteurs de Michaeé reprise déétude de

meétabolisation dé& est a envisager.

141



Conclusion générale

Les travaux réalisés dans le cadre de cette th&gend pour objectif le développement de
molécules bioactives contre des formes résistalgddMC et SMD. Le point de départ de ce
projet a été 'ACA ; une molécule endogéne efficaostre les lignées résistantes de LMC et
SMD gréace a un mode d’action original (inductionndert cellulaire par autophagique), mais
dont I'activité s’est montrée bien trop faible (& 1 mm)#13

La stratégie adoptée dans le cadre de cette tlsastait a développer des analogues de
'ACA visant a optimiser son activité biologiquerdee les formes résistantes de LMC et
SMD, tout en conservant son mode d’action. Powylghése de ces analogues, nous avons
choisi de remplacer le noyau imidazole de I'ACA pam noyau 1,2,3-triazole 1,4,5-

trisubstitue, en raison de I'accessibilité de lagé des 1,2,3-triazoles (Figure 99).

Point de départ Objectifs de ce projet
=N N=N
o N/_/ 0 /l\i 7
T s dn A -
<= NH, NHz R
HO ©OH 2 3
AICAR Structure générale des analogues
Circonvient les résistances de LMC et SMD Circonvenir les résistances de LMC et SMD
via un mode d'action autophagique Conserver le mode d'action autophagique
Faible activité (IC5p = 1 mM) Optimiser l'activité

Figure 99: Objectifs et stratégie de ces travaux dinése

Dans ce contexte, nous avons consacré la premégtie ple nos travaux au développement
d’'une nouvelle méthodologie monotope donnant aaabss 1,2,3-triazoles 1,4,5-trisubstitués.
Ainsi, a travers un substrat modele, nous avonsamigoint des conditions réactionnelles
permettant de transformer un azoture en un 5-alely@y3-triazole en une étape. Nous avons
également discuté le mécanisme de cette réactimmlea en nous référant a la littérature et
en exposant différentes observations relatives satravaux. Cette nouvelle méthodologie
ainsi qu'une deuxiéme méthodologie développée harédoire®’ ont été utilisées pour la

synthese de I'ensemble de nos produits.
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Apres avoir mis au point cet acces rapide et madudux 1,2,3-triazoles tri-substitués, nous
avons synthétisé une premiere famille d’analoguesI’ACA (série nucléosidique). La
structure générale de cette série est composéewkendotifs : un motif glycone et un noyau
1,2,3-triazole. En variant les groupements R, et R (Figure 99) et en testant l'activité
antiproliférative des produits obtenus sur la lgree LMC K562, nous avons étudié de
maniéere approfondie la relation structure-activiééci a permis, d’'une part, d’identifier un
produit lead (5) (Figure 100),et d'autre partde mettre en évidence la nécessité du motif
ethynyl-ester éthylique en position 5 du triazafectivité biologique du composga ensuite
été investiguée davantagéa des tests sur difféerentes lignées tumorales demtlignées
résistantes de LMC et SMD, respectivement, K562-F5KkM1-R. Ceci ayant donné des
résultats prometteurs, nous avons étudié le ppbfirmacologique dB. Nous avons montré
gue ce composé possedait un bon profil Lipinskidrfeline solubilité satisfaisante et une
faible toxicité. Par ailleurs, sa stabilité chimeget métabolique ont montré sa potentialité
d’agir comme une pro-drogue. Le profil intéressdmb nous a incités a évaluer son activité
in vivo. Ainsi, des tests sur des modéles murins ont été réaiméme xénogreffe de cellules
SKM1-R. Le résultat a été prometteur : la progmsdumorale a en effet été atténuée de
facon significative par rapport au contréle etAZIA. Enfin, nous avons investigué le mode
d’action de5 via des analyses de type Western-blot. Ceci a miviglerice que ce composé
actif induisait a la fois une mort cellulaire apaijue et autophagique.

N=N
o )"
N o
dxb I

07 > CO,Et

5, |C5o = 0,4 |.|M

Figure 100: Structure du composéead nucléosidique (5)

La relation structure-activité réalisée pour laes@ucléosidique a montré que le groupement
porté par la position 1 du triazole avait une iafiae fortement limitée sur la bio-activité. En
nous appuyant sur cette observation, nous avorikétigé une deuxieme seérie d’analogues de
'ACA. Sa structure générale est composée de deotifsn un noyau 1,2,3-triazole et un
noyau benzylique ou aliphatique (série non nuctiégse). Une relation structure-activité a de

nouveau été établie. Elle a confirmé la nécessitdadtif ethynyl-ester éthylique en position 5
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du triazole. Elle a également abouti a deux nouvemmposédead 78 et 91 (Figure 101).
L’activité biologique de ces derniers a été appndfe montrant leur efficacité sigs lignées
résistantes de LMC et SMD, respectivement, K562-BKM1-R. De plus, ces composés se
sont montrés actifs sur les lignées cellulaires M21L3 et MOLM-14 (correspondant a une
LAM s’étant développée a partir d'un SMD) et OCI-ARIet OCI-AML3 (correspondant a
une LAM s’étant développéte novd. Suite a ces résultats intéressants, nous avode des
profils pharmacologiques d&8 et 91. Leur hydro-solubilité s’est montrée limitée tadjue
leurs profils Lipinski-Veber, stabilité et toxicitnt été satisfaisants. Par ailleurs, des analyses
de type Western-blot ont été réalisées pour éludelemode d’action dees nouveaux
composéslead Elles ont montré que la mort cellulaire induitar 8 et 91 reposait
uniquement sur un mécanisme autophagique. Ce aéggit tres prometteur pour la suite du
projet car il répond a l'objectif de conserver l@de d’action autophagique de 'ACA. Par
ailleurs, nous avons souhaité étudier le parcaurs-cellulaire de ces composk&sd non
nucléosidiques. Dans cet objectif, nous avons &fistéh deux composés fluorescerit®3 et
107) et avons testé leurs fluorescences de faconnpriire. Ceci nous a conduits a
sélectionnerl07 pour une étude approfondie de fluorescence (émdeours). Nous avons
egalement voulu élucider la (les) cible(s) moléica(a) de78 et 91. Nous avons ainsi mis au
point une stratégie de synthése donnant accésraugé déotinylé de78. Ce dérivé permettra
d’identifier les protéines interagissant avec nomgosédead a travers le systeme biotine-

streptavidine et I'analyse protéomique.

78, ICs = 0.1 uM 91, ICs = 0.2 uM

\. J

Figure 101: Structures des composdsad non nucléosidiques (78 et 91)

Lors de I'étude des relations structure-activit@érmpchacune des deux séries (nucléosidique et
non nucléosidique), nous avons montré la nécedsitéotif ethynyl-ester éthylique au niveau
de la position 5 du triazole (Figure 102). Suiteette observation, nous avons envisagé pour
nos composeékead une réactivité de type accepteur de Michael. Nuos pu valider cette

hypothéseria deux expérienced) Nous avons réussi a faire réagir le substrat teatfeavec
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une cystéine protégée au niveau de ses fonctiomeahacide carboxylique et avons isolé le
produit majoritaire de cette réaction. Ce dernigsutte d’'une addition conjuguée sur le
carbonyle a,B-insaturé.2) Nous avons synthétisé un dérivé d& en remplacant I'ester
éthylique par une céton&X7) et avons mis en évidence son activité antipnatfée contre la
lignée cellulaire de LMC K562.

Impqrtance Compatible Favorable
limitée
Inter-
changeable
(0] Compatible
Pso/\Q/ Compatible
P,0
Interchangeable
Importance 1 1
limitée _ Interchangeable _ Compatible
Essentiel Essentiel

Figure 102: Relations structure-activité des deuxéies nucléosidique et non nucléosidique/Nécessité

I'ethynyl-ester éthylique

Pour conclure, nous pouvons dire que ces travaukése ont permis d’atteindre les objectifs
fixés : 1) Trois composékad ont été mis au point et ont donné des activitéa5d® a 10000

fois supérieures a celle de I'ACA sur la lignée lddC K562. 2) Ces composékead ont
permis de circonvenir les résistances développéeisecles traitements de référence de LMC
(IM) et de SMD (AZA).3) Le mode d’action autophagique de 'ACA a paréeient été
conservé par le compoEad nucléosidiqué et a entierement été conservé par les composés

lead non nucléosidiques8 et 91

En perspectives, nous envisageons Delnvestiguer plus en détail la potentialité sld agir
comme une pro-drogue et élucider sa forme acfy@ptimiser I'hydro-solubilité d&’8 et
91. 3) Déterminer la localisation intracellulaire desmgmséslead non nucléosidiquest)
Identifier la (les) cible(s) moléculaire(s) de cssmposésvia une étude protéomiqué)
Mieux appréhender [linterconnexion apoptose-autgghaen étudiant de facon plus
approfondie la différence de mode d’action entredenposéead nucléosidique J) et les
composédead non nucléosidiquesr8 et 91). 6) Etudier la métabolisation de nos différents

composésead (5, 78et91) en nous appuyant sur leur réactivité de typesece de Michael.
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Partie expérimentale

Note : pour des raisons pratiques, nous avons éégdlécrire la partie expérimenatle de nos

travaux en anglais.

All chemical reagents were obtained from commesmairces (Sigma-Aldrich or Alfa Aesar)
and were used as supplied. Anhydrous solvents wbtained according to standard
procedures**. The reactions were monitored by thin-layer chrameaphy (TLC, Merck
silica gel 60 F254 plates) and visualized both Byrddiation (254, 315 & 365 nm). Column
chromatography**®> was performed with flash silica gel (40-63 mm)! AIMR spectra
(*H, °C, *D) were recorded on 200 or 500 Bruker Advance $pewters (200 MHz)‘H
NMR (200 MHz),**C NMR (50 MHz, recorded with complete proton deding). Spectra
were obtained with samples dissolved in deuteratddents, used as internal references:
CDCl;, MeOD, DMSO-§, Acetone-8 with solvent signals at: 7.26, 3.31, 2.50, 2.05 ppm
for 'H NMR experiments and 77.16, 49.00, 39.52, 29.8# fipr °C NMR experiments,
respectively*'®. Chemical shifts §) are given in ppm to the nearest 0.8f)(or 0.1 ppm
(*3C). The coupling constantd)(are given in Hertz (Hz). The signals are repoesdollows:
(s=singlet, d=doublet, t=triplet, m=multiplet, brelad). Assignments dH and*C NMR
signals were achieved with the help of COSY, HSG®IBC experiments. Regular mass
spectra (MS) were recorded on an Esquire 3000 &lparatus with ESI in both positive and
negative mode. High resolution mass spectra HRMSreweecorded on ESI-
LTQOrbitrapU3000 RSLC spectrometétPLC analysis was performed aatersTM 600
Controller with WatersTM 996 Photodiode Array Detgcand Jasco LC-Net Il /ADC
apparatus using phenomenex columns following twéemint control methods 1)
Nucleosidic compounds: 1.0 mL/min, gradient systg®% A / 25% B —(7miny 0% A /
100% B —(3 min}»> 75% A / 25% B —(3 min) with A= MilliQ® water and=BCH;CN. 2)
Non nucleosidic compounds: 1.0 mL/min, gradientesys 50% A / 50% B —(7mir» 0 % A

/ 100% B —(3 miny» 50% A / 50% B —(3 min) with A= MilliQ® water and-BCH;CN. The
methods were monitored at 213, 228, 260 and 280 Trira. absorption and fluorescence
experiments were realized in triplicate in DMSO eTdbsorption spectra were recorded on a
Cary 300 Scan spectrophotometer (Varian) using qeantz cells at 20 °C. The fluorescence
spectra were recorded on a FluoroMax 4.0 spectdhaeter (Jobin Yvon, Horiba) by using

excitation and emission slits of 2 nm and were extiad at excitation and emission. They
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were taken with absorbance of about 0.05 at 20t W6eaexcitation wavelength mentioned in

the corresponding experiments. The quantum yiekel® worrected according to the variation
of the refractive index of the different solvenf@antum yields were determined by using as
standard referengedimethylaminoflavone (dMAF) in EtOHéx = 404 nm@® = 0.27).

General procedure A

To a solution of corresponding bromide (1.0 mmal)DMF (3.0 mL) was added sodium
azide (2.0 mmol) at r.t. The reaction mixture wievweed to react until complete consumption
of the starting material (overnight). Then, it waxdracted with EO/H,O and the organic
layer was dried over MgSQOThe solvent was removed under reduced pressurghararide

was sufficiently pure to use without further wonk u

General procedure B

To a solution of azide (1.0 mmol) in THF (10.0 ndt)0 °C 10 min, were added successively
the corresponding alkyne (4.0 mmol), CuCN (1.2 mmidiO, (5.0 mmol) and DIPEA (2.0
mmol). The reaction mixture was allowed to react.auntil complete consumption of the
starting material (3-7h). The reaction mixture \ilaan filtered on calcite and the solvent was
removed under vacuum. The crude material was pdridiver a silica gel column eluted with

cyclohexane/ethyl acetate: 9/1 to 7/3 to yielddasired product.

General procedure C

To a solution of azide (1.0 mmol) in THF or DCM (@0nL), were added successively the
corresponding alkyne (2.0 mmol), Cul (1.2 mmolylahloride (3.0 mmol) and DIPEA (1.5
mmol). The reaction mixture was allowed to react.tatuntil complete consumption of the
starting material (3-5h). Then, it was filtered caicite and the solvent was removed under
vacuum. The crude material was purified over acailigel column eluted with

cyclohexane/ethyl acetate: 9/1 to 8/2 to yielddésired product.

General procedure D

To a solution of azide (1.0 mmol) in THF or DCM (@0nL), were added successively the
corresponding alkyne (2.0 mmol), Cul (1.2 mmo})(2.0 mmol), cerium ammonium nitrate

(CAN) (1.0 mmol) and DIPEA (5.0 mmol). The reactionxture was allowed to react at r.t.
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until complete consumption of the starting matef@ab-1h). Then, it was filtered on calcite
and the solvent was removed under vacuum. The enaderial was purified over a silica gel
column (cyclohexane/ethyl acetate: 9/1 to 8/2)iebdythe desired product.

General procedure E

To a solution of 5-iodo-triazole (1.0 mmol) in anngus toluene at 60 °C were added the
corresponding alkyne (5.0 mmol), triethylamine (1m@mol), Cul (0.05 mmol) and
PdCL(PPh), (0.05 mmol). The reaction mixture was allowed tacteuntil complete
consumption of the starting material (overnightheTreaction mixture was then filtered on
calcite and the solvent was removed under vacuura. cfude material was purified over a

silica gel column (cyclohexane/ethyl acetate: 8/Z/8) to yield the desired product.

2-(Azidomethyl)naphthalene(Compound 1)

N, The title compound was obtained according to theegs procedure
A as a white powder in a quantitative yield (1.6).NMR (CDCl,
200 MHz) 5 2.87 (s, 2H, CH), 7.16 (s, 1H, W), 7.37 (m, 2H, H),

7.72 (m, 4H, H,); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz)554.9, 126.9, 127.5, 127.9, 128.0, 128.3,
128.4, 128.7, 130.5, 131.8, 133.0; MS (BE8}= 206.1 [M+Na]; 389.2 [2M+Na].

Ethyl  5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1yl)-1-(naphthaler2-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-

carboxylate (Compound 3)

The title compound was obtained according to theersd

-N_
N\\N procedureB starting from compound (97 mg, 0.5 mmol), as
/%

co,et | @white powder in a yield of 67% (317 m{ji NMR (CDCk,
EtOC 200 MHz) 8 1.35 (t,J 7.1 Hz, 3H, CHCH5), 1.40 (t,J 7.1
Hz, 3H, CH-CHs), 4.33 (q,J 7.1 Hz, 2H, ®&-CHs), 4.42 (q,J 7.1 Hz, 2H, E1,-CHs), 5.80
(s, 2H, N-CH), 7.41-7.54 (m, 3H, K), 7.80-7.87 (m, 4H, K); **C{*H} NMR (CDCls;, 50
MHz) & 13.9, 14.0, 54.0, 61.8, 62.8, 68.8, 93.8, 12125.2, 126.6, 126.8, 127.7, 128.0,
128.2, 129.1, 130.4, 133.0, 133.2, 142.9, 152.8,2t5HRMS (ESI): calcd for [M+H]
C21H2004N3, 378.1448, found 378.1451; HPLE,) >99% purity.
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Ethyl 1-(naphthalen-2-ylmethyl)-1,2,3-triazole-4-céboxylate (Compound 3”)

The title compound is a byproduct of the reactiesalibed

_N . . . .
5\1\2\, above. It was obtained as a white powder in a yil@3%

H o | (81 M0).*H NMR (CDCh, 200 MH2z)3 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H,
2

CH,-CHa), 4.37 (q,J 7.1 Hz, 2H, ®-CHs), 5.72 (s, 2H, N-
CH,), 7.34 (dd,J 8.5 and 1.8 Hz, 1H, k), 7.46-7.60 (m, 2H, K), 7.72-7.92 (m, 4H, K),
8.00 (s, 1H, Ihazoid; **C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 14.9, 55.3, 61.9, 125.9, 127.5, 127.6,
128.1, 128.4, 128.5, 128.6, 130.1, 131.7, 133.8,9,3141.3, 161.3; MS (ESh/z= 304.0
[M+Na]®, 585.2 [2M+Na].

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethqycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3,5-tri-O-acetyl{3-D-ribofuranose (Compound 4)

The title compound was obtained according to theegs

ACO/\@‘N/N:N procedure B starting from 1-deoxy-1l-azido-2,3,5-
AcO. = = co,t | acetylf-D-ribofuranose(3.0 g, 9.8 mmol), as a white

orel) powder in a yield of 63% (3.1 gjH NMR (CDC, 200

EtO,C MHz) & 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHa), 1.42 (t,J 7.1 Hz,

3H, CHy-CHs), 2.04 (s, 3H, Chhe), 2.13 (s, 6H, 2Ckhc), 4.14 (dd,J 12.3 and 4.2 Hz, 1H,
Hss), 4.29-4.50 (m, 6H, B,-CHz and Hys/57), 5.72 (t,J 5.5 Hz, 1H, H'), 6.05 (dd,J 5.5
and 3.5 Hz, 1H, b), 6.21 (d,J 3.45 Hz, 1H, H); **c{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 3.9,
14.0, 20.4, 20.5, 20.6, 62.0, 62.4, 63.1, 67.67,708.7, 81.6, 89.1, 94.0, 122.2, 143.0, 152.3,
158.9, 169.1, 169.4, 170.5; HRMS (ESicalcd for [M+H] CiH»c01:1N3, 496,1561, found
496.1564; HPLCX254) 100% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3-0O-isopropylidene-D-ribofuranose(Compound 5)

The title compound was obtained according to theegs

OKHEO)— Ney procedure B starting from 1-deoxy-1-azido-2@3-
\ N isopropylidene-D-ribofuranose (1.0 g, 4.6 mmol), as a brown

q ) COEY powder in a yield of 64% (1.0 gfH NMR (CDCh, 200

)rEtOZC/ MHz) 6 1.32-1.46 (m, 9H, 2CHCH3 and CHisop), 1.61 (s, 3H,

CHaisop, 2.86 (br, 1H, OH), 3.66 (dd} 12.4 and 4.7 Hz, 1H,
Hsss), 3.80 (dd,J 12.4 and 3.6 Hz, 1H, %), 4.34 (q,J 7.1 Hz, 2H, ®1,-CHs), 4.45 (q,J
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7.1 Hz, 2H, ®-CHs), 4.52-4.57 (m, 1H, k), 5.04 (dd,J 5.9 and 1.8 Hz, 1H, #), 5.34 (dd,
J5.8 and 2.2 Hz, 1H, #), 6.29 (d,J 2.2 Hz, 1H, H)); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5
13.9, 14.0, 25.1, 26.9, 62.1, 63.0, 67.5, 81.81,889.4, 93.8, 94.0, 114.1, 122.0, 142.7, 152.2,
158.7, 158.9; HRMS (ES) calcd for [M+H] CigH2408Ns, 410,1557, found 410.1558;
HPLC (A254) 100% purity.

1-Deoxy-1-azido-2,3,5-triO-acetyl{3-D-ribofuranose (Compound 7)

To a solution of 1,2,3,5-tetr@-acetylf3-D-ribofuranose (3.2 g, 10.0
mmol) in DCM (100.0 mL) were added successivelynathylsilyl
azide (2.7 mL, 20.0 mmol) and boron trifluoridettig etherate (1.3

mL, 10.0 mmol), dropwise. The reaction mixture \amlswed to react

at r.t. until complete consumption of the startmgterial (90 min). Then, it was washed with
NaHCG;. The organic layer was dried over MgSénd the solvent was removed under
vacuum giving desired product as a colorless oikiguantitative yield (3.0 gfH NMR
(CDCl;, 200 MHz) 8 2.01 (s, 3H, Chho), 2.06 (S, 6H, 2Ckk), 4.00-4.13 (m, 1H, kk),
4.26-4.39 (m, 2H, ks and H;), 5.07 (ddJ 4.8 and 2.0 Hz, 1H, §, 5.24-5.30 (m, 1H, B,
5.31 (d,J 1.9 Hz, 1H, H); **c{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5 20.2, 20.3, 20.5, 62.8, 70.2,
74.3,79.2,92.4, 169.2, 169.4, 170.4; MS (ES)=%24.1 [M+Na]; 625.2 [2M + Nal.

1-Deoxy-1-azidoB-D-ribofuranose (Compound 8)

To a solution of compound (200 mg, 0.6 mmol) in MeOH (15.0 mL)
KEO)_ was added aqueous ammonia (30%) (5.0 mL, exce$®. réaction

N3 mixture was allowed to react at r.t. for 90 mintekfevaporation under
(-)H pressure, produ@ was obtainedas a pure yellow oil in a quantitative
yield. *"H NMR (CDCk, 200 MHz)d 3.6 (dd,J 12.0 and 5.4 Hz, 1H,
Hsss), 3.74 (d,J 3 Hz, 1H, H;s), 3.81 (dd,J 1.9 and 4.4 Hz, 1H, #, 3.94-4.08 (m, 2H, K
and H), 5.20 (d,J 1.7, 1H, H); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)563.8, 72.0, 76.5, 85.5,
96.5.

1-Deoxy-1-azido-50-acetyl3-D-ribofuranose (Compound 9)

To a solution of compound (200 mg, 0.6 mmol) in MeOH (15.0 mL)
K£O)< was added aqueous ammonia (30%) (5.0 mL, exce$®).rdaction
N3

mixture was allowed to react 10 min at r.t. Thenyas concentrated
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under vacuum at 0 °C and purified over a silicaapdlimn (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2 to
4/6) giving produc® as a yellow oil in a yield of 60% (78 mg). The ippof this compound
was confirmed by proton NMRH NMR (CDCk, 200 MHz)3 2.13 (s, 3H, Chh), 2.57 (br,
2H, OH), 3.96 (ddJ 1.2 and 4.5 Hz, 1H, i 4.12-4.29 (m, 3H, § Hs5), 4.37-4.46 (m, 1H,
Ha), 5.30 (dJ 1.1 Hz, 1H, H).

1-Deoxy-1-azido-2,39-(hept-4-ylidene)f3-D-ribofuranose (Compound 10)

To a solution of compoungl (400 mg, 2.3 mmol) in DMF (6.0 mL), 4-
heptanone (1.2 mL, 9.2 mmol), triethyl orthoformdfel mL, 6.9
KEO)«N?) mmol) and HCI (1M) in dioxane (3.2 mL) were adddthe reaction
) (:') mixture was stirred under vacuum until completesconption of the
/\)L/ starting material (24h). It was washed with a sdtd solution of
NaHCG; (100.0 mL), then extracted with DCM (100.0 mL). €eTh
organic layer was then washed with 10% solutiohiGl (25.0 mL) and dried ovegSO,.

The solvents wereemoved under vacuum and the crude material wasigguover a silica
gel column (cyclohexane/ethyl acetate: 10/0 to 82yield productlO as a yellow oil (393
mg, 63%).H NMR (CDCk, 200 MHz)3 0.86-0.96 (m, 6H, 2C#), 1.25-1.56 (m, 8H, 4CH),
2.29-2.36 (m, 1H, OH), 3.60-3.83 (M, 2Hs 4, 4.40-4.44 (m, 1H, B, 4.52 (d,J 6.0 Hz, 1H,
Hs), 4.76 (d,J 6.0 Hz, 1H, H), 5.55 (s, 1H, K); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz)J 14.2,
14.3,16.4,17.4, 38.8, 39.1, 63.7, 81.8, 86.18,88.2, 116.7.

1-Deoxy-1-azido-2,32-isopropylidenef3-D-ribofuranose (Compound 11)
To a solution of compound (430 mg, 2.4 mmol) in acetone (10.0 mL),

dimethoxypropane (1.2 mL, 9.6 mmol) and boron udfide diethyl
Q
K&Ng etherate (0.3 mL, 0.2 mmol) were added. The reactioxture was

Ci) allowed to react at r.t. until complete consumptdrthe starting material
)r (1h). Then, it was washed with triethylamine. Af@raporation under

reduced pressure, the crude material was purified a silica gel column
(cyclohexane/ethyl acetate: 9/1 to 8/2) to yielddorct11 as a yellow oil (382 mg, 74%)H
NMR (CDChk, 200 MHz) 1.28 (s, 3H, Chlsop, 1.46 (s, 3H, Chiop, 2.67 (br, 1H, OH),
3.58-3.75 (m, 2H, bls), 4.34-4.39 (m, 1H, i), 4.48 (dJ 5.9 Hz, 1H, H), 4.72 (dd,) 5.9 and
0.7 Hz, 1H, H), 5.51 (s, 1H, K); **C{*H} NMR (CDCls;, 50 MHz)&25.0, 26.6, 63.7, 81.7,
86.0, 88.7,98.1, 113.2.
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1-Azido-2,3-0O-cyclohexylideneB-D-ribofuranose (Compound 12)

To a solution of 1-deoxy-1-azid®-D-ribofuranose(435 mg, 2.4 mmol)

Kﬁ)f in DMF (2.2 mL), dimethoxycyclohexane (1.5 mL, %mol) andp-
N
: TsOH (21 mg, 0.1 mmol) were added. The reactiontumixwas stirred

Then, it was washed with triethylaminegoled into a solution of LiCl

Oi jO under vacuum until complete consumption of thetisigimaterial (1h).

(10%) and extracted with ethyl acetate. The sotv@rdreremoved under

vacuum and the crude material was purified oveilieasgel column (cyclohexane/ethyl
acetate: 10/0 to 8.5/1.5) to yield proddétas a yellow oil (416 mg, 68%) NMR (CDCk,
200 MHz) 6 1.39-1.73 (m, 10H, 5CH ciohexy), 3.68 (dd,J 12.3 and 5.0 Hz, 1H, d41), 3.79
(dd,J 12.3 and 3.7 Hz, 1H, 43), 4.42 (ddd,) 0.8, 3.5 and 4.8 Hz, 1H,44 4.53 (d,J 5.9 Hz,
1H, Hy), 4.76 (dd,J 5.9 and 0.8 Hz, 1H, # 5.55 (s, 1H, K); *C NMR (CDCE, 50 MHz)
023.7,23.9,24.9, 34.4, 36.2, 63.6, 81.2, 85.5/,88.2, 113.8.

((2R,3aR,4R,6R,6aR)-6-Azido-2-methyl-2-phenyltetrajdrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-
yl)methanol (Compound 13)

The title compound was obtained according to thecguiure above
HO«E))—Ng starting from compound8 (400 mg, 2.2 mmol) and (1,1-
N é dimethoxy)benzene (1.4 mL, 8.8 mmol), as a colsrles (616 mg,

Ph“% 85%).'H NMR (CDCk, 200 MHz)d 1.63 (s, 3H, Ch), 2.27 (t,J 6.5

Hz, 1H, OH), 3.65-3.73 (m, 2H,d4), 4.31-4.36 (m, 1H, b, 4.69 (d,
J 6.0 Hz, 1H, H), 4.94 (ddJ 6.0 and 1.1 Hz, 1H, i, 5.46 (s, 1H, K, 7.33-7.39 (m, 3H,
Har), 7.49-7.54 (m, 2H, W); 1*C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz)5 27.5, 63.6, 82.1, 86.3, 87.8,
97.2,113.1, 125.0, 128.1, 128.4, 142.4.

1-Deoxy-1-azido-2,32-isopropylidene-5O-acetylf3-D-ribofuranose (Compound 14)

The title compound was obtained following the pchae above from 1-
deoxy-1-azido-39-acetylf3-D-ribofuranose (7.4 g, 34.1 mmol) as a
yellow oil (6.3 g, 72%). The product was purifieddareacted with the
commercial clickable anchoria general procedurB providing the full

characterization of the final produ@f( compound?2).
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1-Azido-2,3,5-tri-O-methyl-B-D-ribofuranose (Compound 15)
To a stirred solution of compour&(250 mg, 1.5 mmol) in DMF (10.0

o mL), NaH (225 mg, 6.2 mmol) was added under argp® 4C. The
N3 | reaction mixture was maintained at 0 °C unti () was completely

O\\ o— evacuated. Mel (0.9 mL, 15.5 mmol) was then adahetithe mixture was

allowed to react overnight at r.t. The excess ol Mas neutralized by
adding MeOH. Then, the solvent was removed undeuwa. The crude material was
extracted with ethyl acetate. The organic layer washed with a solution of LiCl (10%) and
dried over MgSQ@ The crude material was purified over a silica gsdlumn
(cyclohexane/ethyl acetate: 9/1 to 6/4) to yieldduct15 as a colorless oil (282 mg, 77%).
'H NMR (CDCk, 200 MHz)d 3.41 (s, 3H, O-Ch), 3.42 (s, 3H, O-Ch), 3.49 (s, 3H, O-
CHj3), 3.52-3.58 (m, 2H, &%), 3.64 (dd,J 2.0 and 4.6 Hz, 1H, H 3,86 (dd,J 4.6 and 6.7
Hz, 1H, H), 4,18 (ddd,J 6.7, 4.8 and 3.4 Hz, 1 H,JH 5,32 (d,J 1,9 Hz, 1H, H); *C{*H}
NMR (CDCk, 50 MHz)5 58.4, 58.5, 59.6, 73.1, 79.6, 81.2, 82.5, 92.3.

1-Azido-2,3-O-isopropylidene-50O-methyl-B-D-ribofuranose (Compound 16)

The title compound was obtained according to tloequiure above starting

0 .
o from compoundll (527 mg, 2.4 mmol) as a colorless oil (534 mg, §6%
e
x°

AN

'H NMR (CDCk, 200 MHz)3 1.30 (s, 3H, Chisop, 1.48 (S, 3H, Chisop,
3.40 (s, 3H, O-Ch), 3.51-4.47 (m, 2H, kk), 4.40 (m, 1H, k), 4.47 (d,J
6.0 Hz, 1H, H), 4.69 (dd,J 6.0 and 1.1 Hz, 1H, %), 5.49 (s, 1H, h);
13c{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 25.2, 26.7, 59.5, 72.9, 82.3, 85.6, 86.1, 96.8,41

Ethyl  5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-((2R,3aR,R,6R,6aR)-6-(hydroxymethyl)-2-
methyl-2-phenyltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-yl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 17)

The title compound was obtained according to theersd
HO/\EO)<N/N:N procedureB starting from compound3 (529 mg, 1.8 mmol)
‘ = co,Et | as a white powder in a yield of 47% (402 m{. NMR
(CDCls, 200 MHz)d 1.35-1.46 (m, 6H, 2CHCH3), 1.68 (s,
E1O,C 3H, CHy), 2.95-3.02 (m, 1H, OH), 3.62-3.85 (M, 2Hs &),
4.31-4.50 (m, 5H, 28,-CHz and H;), 5.22 (dd,J 6.0 and 2.0 Hz, 1H, §), 5.44 (ddJ 6.0
and 2.4 Hz, 1H, H), 6.15 (d,J 2.4 Hz, 1H, H'), 7.34-7.45 (m, 3H, W), 7.57-7.62 (m, 2H,

-
PR\ )l
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Ha); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)313.9, 14.0, 28.2, 62.1, 63.0, 63.2, 67.4, 82.3],86.
88.8, 93.0, 94.0, 114.2, 121.9, 124.9, 128.4, 12B8.5, 152.1, 158.9; HRMS (E%I calcd
for [M+H] " CaaHo60sN3, 472.1714, found 410.1716; HPLE£,) 98.4% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethgycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3-0-(hept-4-ylidene)-D-ribofuranose(Compound 18)

The title compound was obtained according to theegs
" _N procedureB starting from compoundO (366 mg, 1.3
mmol) as a white powder in a yield of 48% (620 ntg).

Q 5 \\ NMR (CDCl, 200 MHz)3 0.87-1.01 (m, 6H, 2Chropyid,
/\)Q CO,Et 1.32-1.81 (m, 14H, 2CHCH3 and 4CHoopyid, 2.87 (M,
1H, OH), 3.60-3.84 (m, 2H, &%), 4.29-4.51 (m, 4H,
2CH,-CHg3), 4.56 (br, 1H, H), 5.04 (d,J 6.0Hz, 1H, H;), 5.31-5.33 (m, 1H, ), 6.31 (br,
1H, Hy); ®C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 514.0, 14.0, 14.3, 16.7, 17.5, 39.0, 39.1, 62.1,
63.1, 63.2, 67.5, 81.9, 85.5, 89.7, 94.0, 117.9,1,2142.7, 152.2, 158.9; HRMS (EBlcalcd

for [M'*'H]Jr C22H3208N3, 466.2184, found 466.2185; HPLE2£4) 100% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethgscarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3-O-cyclohexylideneB-D-ribofuranose (Compound 19)

The title compound was obtained according to theegs

HO o N,N=/N procedureB starting from compouni2 (301 mg, 1.2 mmol)
COEt | as a brown powder in a yield of 42% (610 mi). NMR

5. o | (CDCls, 200 MHz)& 1.33-1.47 (m, 6H, 2CHCH2), 1.91-

ij CO,Et 1.53-1.91 (m, 10H, 5 Cldciohexy), 3.68 (dd,J 12.6 and 4.7

Hz, 1H, Hys), 3.83 (dd,J 12.4 and 3.3 Hz, 1H, &), 4.35

(q,J 7.1 Hz, 2H, ®>-CHs), 4.47 (q,d 7.2 Hz, 2H, @1,-CHs), 4.57 (s, 1H, H), 5.03 (dd,J
5.8 and 1.6 Hz, 1H, ¥), 5.32 (dd,J 5.8 and 2.2 Hz, 1H, #), 6.31 (d,J 2.1 Hz, 1H, H);
3c{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5 13.9, 14.0, 23.6, 23.9, 24.8, 34.6, 36.8, 62.11,683.2,
67.6, 81.4, 84.9, 89.6, 94.1, 115.0, 122.0, 142%.2, 158.9; HRMS (E9)L calcd for
[M+H] * Ca1H270gN3, 450,1871, found 410.1872; HPLE,£s) 100% purity.
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1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethaycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3-O-isopropylidene--50-methyl--D-ribofuranose (Compound 20)

The title compound was obtained according to theegs

o procedureB starting from compound6 (456 mg, 1.9 mmol)
K@*N’N:N as a brown powder in a yield of 49% (396 mt). NMR
5 Y ~Nco,et | (CDCl, 200 MHz) 81.33-1.46 (m, 9H, Chkop and 2CH-
)(O /] CHg), 1.60 (s, 3H, Chkop, 3.22 (s, 3H, O-CH), 3.39-3.33

EtO,C (m, 2H, H5), 4.34 (gq,J 7.1 Hz, 2H, ®&,-CHg), 4.40-4.53

(m, 3H, Hy and GHx-CHs), 4.98 (dd,J 6.0 and 2.4 Hz, 1H,
Hz), 5.55 (dd,J 6.0 and 0.9 Hz, 1H, #), 6.27-6.34 (m, 1H, k); **C{*H} NMR (CDCls, 50
MHz) 513.9, 14.0, 25.1, 59.2, 63.0, 68.0, 72.2, 82.32,887.9, 92.9, 93.9, 114.1, 122.0,
143.0, 152.3, 159.1; HRMS (ESI caled for [M+H] CioH26OsNs, 424,1714, found
424.1717; HPLCXz254) 100% purity.

Ethyl 1-(2,3,5-tri-O-methyl-D-ribofuranosyl)-5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yrl1-yl)-1H-1,2,3-

triazole-4-carboxylate (Compound 21)

The title compound was obtained according to theegs

o o Ny procedureB starting from compound5 (217 mg, 1.0 mmol)
kE}‘N' as a brown powder in a yield of 40% (160 mi). NMR
O\“' 5 Il O (CDCls, 200 MHz)3 1.35 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHa), 1.41 (t,

.y J 7.1 Hz, 3H, CH-CHa), 3.31 (s, 3H, O-CHJ, 3.49 (s, 3H, O-
CHg), 3.50 (s, 3H, O-Chj, 3.53 (d,J 2.2 Hz, 1H, Hs), 3.55

(d, J 1.2 Hz, 1H, Hys), 4.21 (t,J 5.2 Hz, 1H, H), 4.27-4.50 (m, 5H, I and 2GH,-CHs),
4.63 (dd,J 4.9 and 3.6 Hz, 1H, §), 6.17 (d,J 3.6 Hz, 1H, H); **C{*H} NMR (CDCls, 50
MHz) 5 13.9, 14.0, 58.4, 58.9, 59.4, 61.9, 63.0, 68.05,729.4, 82.1, 82.7, 89.6, 93.8, 122.2,
142.8, 152.2, 159.1; HRMS (ESI caled for [M+H] CigH26OsNs, 412.1714, found
412.1715; HPLCX254) 99.4% purity.
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1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethaycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3-O-isopropylidene-50-acetyl{3-D-ribofuranose (Compound 22)

The title compound was obtained according to theegs
I o Ney, procedureB starting from compoundi4 (3.0 g, 11.7 mmol) as
‘ N _ a yellow oil in a yield of 63% (3.3 gfH NMR (CDCk, 200
Q5 ) COEU T MHZ) 51.26-1.39 (m, 9H, 2CHCHs and CHisop, 1.53 (s,
)rEtozc/ 3H, CHaisop, 1.93 (s, 3H, Chhe), 3.91-4.07 (m, 2H, Hs-),

4.22-4.51 (m, 5H, 28,-CHs and H), 4.96 (dd,J 5.89 and 2.4
Hz, 1H, H), 5.57-5.45 (m, 1H, b), 6.25 (s, 1H, H); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)d
13.8, 13.8, 20.4, 26.6, 61.8, 62.8, 63.2, 67.67,833.9, 86.7, 92.2, 93.7, 114.1, 122.0, 142.8,
152.0, 158.8, 170.1; HRMS (ES calcd for [M+H] CooH260oN3, 452.1664, found
452.1666; HPLCXz254) 100% purity.

1-Deoxy-1-azido-2,3,5-triO-acetylf3-L-ribofuranose (Compound 24)

To a solution of 1,2,3,5-tet@-acetylf3-L-ribofuranose (1.0 g, 3.3
UJ mmol) in DCM (30.0 mL) were added successively étinylsilyl

ACO azide (0.9 mL, 6.7 mmol) and boron trifluoride tigtetherate (0.4

E)Ac

mL, 3.3 mmol) dropwise. The reaction mixture waswaéd to react
at r.t. until complete consumption of the startmgterial (90 min). Then, it was washed with
NaHCG;. The organic layer was dried over MgSénd the solvent was removed under
vacuum giving desired product as a colorless odl jield of 97% (914 mg}H and**C NMR

profiles are the same as for its enantiomer: comg@u

1-Deoxy-1-azido-2,32-isopropylidene{f3-L-ribofuranose (Compound 25)

To a solution of 1-Deoxy-1-azid@-L-ribofuranose (430 mg, 2.4

N3\£O)_/OH mmol) in acetone (10.0 mL), dimethoxypropane (1.2 ®.6 mmol)
o‘\\ / and boron trifluoride diethyl etherate (0.3 mL, @2nol) were added.

)r © The reaction mixture was allowed to react at rutilucomplete

consumption of the starting material (1h). Thenwés washed with

triethylamine. Thesolvent wagemoved under vacuum and the crude material wasiquur
over a silica gel column (cyclohexane/ethyl acetate to 8/2) to yield produ@s as a yellow
oil (352 mg, 67%)H and**C NMR profiles are the same as for its enantiormempound
11
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1-Deoxy-1-azido-2,3,5-tri-acetyl- 3-D-xylofuranose (Compound 27)
Compound27 was obtained following the synthetic pathway désc below:

HO o] AcO ) AcO ) AcO @)
OMe 5 OMe __ OAc __ N3

HO - AcO - AcO - AcO ~
OH OAc OAc OAc

| ] ] 27

To a stirred solution of D-xylose (2.5 g, 16.5 mimat MeOH (50.0 mL) at 0 °C,
concentrated sulfuric acid (0.5 mL, excess) wasdditopwise. The reaction mixture was
allowed to react at r.t. until complete consumptdrihe starting material (overnight). Then,
it was cooled at 0 °C and pyridine (2.5 mL) wasextdThe mixture was evaporated under
vacuum and pyridine (15.0 mL) was added for th@sddime, stirred and evaporated under
vacuum giving a colorless oil (intermedidte€Cf. scheme above).

Then, to a solution df in pyridine (25.0 mL) at 0 °C, A© (8.0 mL, 83.0 mmol) was added
dropwise. The mixture was stirred at r.t. for 2brttpoured into cold water. The product was
extracted with DCM (3x 100.0 mL). The combined agts were washed with HCI (2%) and
a saturated solution of NaCl (50.0 mL). The orgdayer was then dried over Mgg@nd the
solvent was removed under vacuum to afford pallewebil I .

To a stirred solution offi in cold AcOH (25.0 mL) and A© (8.0 mL, 83.0 mmol), 8O,
2M (1.0 mL) was added dropwise. The reaction mituas allowed to react until completion
of the starting material (45 min). Then, it was malin cold water and extracted with DCM
(3x 100.0 mL). The combined extracts were washetth &i saturated solution of sodium
bicarbonate and brine, dried over MgSdd the solvent was evaporated under vacuum. The
crude material was filtered over a silica gel catufoyclohexane/ethyl acetate: 7/3 to 6/4) to
yield productlll as a pale yellow oil.

Finally, to a solution ofll (500 mg, 1.6 mmol) in DCM (15.0 mL) were addedcassively
trimethylsilyl azide (0.4 mL, 3.2 mmol) and borarfltoride diethyl etherate (0.2 mL, 1.6
mmol) dropwise. The reaction mixture was allowedeact 90 min at r.t. Then, it was washed
with NaHCG;. The organic layer was dried over Mg&d the solvent was removed under
vacuum. The crude material was purified over &aifjel column (cyclohexane/ethyl acetate:
10/0 to 7.5/2.5) to yield produgf as a pale yellow oil (221 mg, 47%H NMR (CDCk, 200
MHz) 8 2,09 (s, 3H, Chh), 2,12 (s, 3H, Ckhc), 2,14 (s, 3H, Chkhc), 4,24 (ddJ 11.8 and 7.1
Hz, 1H, H;s), 4,36 (ddJ 11.8 and 4.8 Hz, 1H, 44), 4,58 (m, 1H, H), 5,03 (s, 1H, k), 5,18
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(s, 1 H, H), 5,32 (ddJ 4.6, 1.4 Hz, 1H, B); **C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 20.7, 20.8,
20.9, 62.0, 74.3, 79.7, 80.5, 93.5, 169.3, 1696,

1-Deoxy-1-azido-2,3,4,6-tetrdd-acetylf3-D-glucopyranose(Compound 29)

To a solution of 1,2,3,4,6-pen@-acetyl-D-glucopyranose?8) (2.0

OACO g, 5.1 mmol) in DCM (50.0 mL) were added succesgive
A‘;%%Ns trimethylsilyl azide (1.4 mL, 10.2 mmol) and bordrifluoride
OAc
diethyl etherate (0.6 mL, 5.1 mmol) dropwise. Thaation mixture

was allowed to react at r.t. until complete constiompof the starting material (2h). Then, it
was washed with NaHGOThe organic layer was dried over MgsS&nd the solvent was
removed under vacuum giving prod@& as a white powder (1.8 g, 92%H NMR (CDCl,
200 MHz) 8 2.01 (s, 3H, Chkhc), 2.03 (s, 3H, Chkhc), 2.08 (s, 3H, Chkhc), 2.10 (s, 3H,
CHsac), 3.79 (dddJ 9.7, 4.6 and 2.4 Hz, 1H,sH 4.16 (ddJ 12.5 and 2.3 Hz, 1H, 4#), 4.28
(dd,J12.5 and 4.7 Hz, 1H, d#), 4.65 (d,J 8.8 Hz, 1H, H), 4.95 (t,J 9.1 Hz, 1H, H), 5.04-
5.28 (m, 2H, Hand H,); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 20.6, 61.8, 68.0, 70.7, 72.7, 74.1,
88.0, 169.3, 169.4, 170.2, 170.7.

1-3-Azido-2-deoxy-D-ribose(Compound 30)
Compound30 was obtained following the synthetic pathway désct below:

OH @) 0} 0) /
_— . —_— A —_—
‘ HO HO
|

HO' ) ) Tolo"

ToIOALO}, l ToIO/\LO>‘ N, HO

o

N3

Tolo" Tolo" HO"
1] v 30

To a solution of 2-deoxy-D-ribosein (6.5 g, 48.0 aimn MeOH (150.0 mL) was added
hydrogen chloride 1.6 N in acetonitrile (1.0 mL)}a€el reaction mixture was stirred at r.t.
overnight. Pyridine (3.0 mL) was then added andsihleents were removed under reduced
pressure. This gave a yellow oil (intermedid)ewhich was re-dissolved in anhydrous
pyridine (100.0 mL) at 0 °C. Nexfp-toluoylchloride (16.0 mL, 121.0 mmol) was added
dropwise and the mixture was allowed to react tatuntil complete consumption of the
intermediatd (3h). The reaction mixture was diluted with coldter (80.0 mL) and extracted

with ethyl acetat€é3x). The combined organic layers were washed wiaturated aqueous

163



solution of NaHC@(2x) and brine (1x), dried on MgSQand concentrated’.

The resulting colored sirup (intermedidtg¢ was dissolved in acetic acid (20.0 mL) at 0 °C.
Then, HCI (g) was added. After the formation of @lgwish precipitate, 50.0 mL of
cyclohexane was added and the solid was filteredmaished with cold dry diethyl ether and
dried in a vacuum dessicator. This gave intermediiat(4.6 g).

To a solution ofa-chlorosugarll (4.5 g, 11.6 mmol) in acetone (150.0 mL), NdN2 g,
18.0 mmol) was added. The mixture was allowed &atrat r.t for 4h. After completion of the
reaction, ethyl acetate (100.0 mL) was added tariheure. The organic layer was washed
with water, brine, and dried (over anhydrous MgBS@&vaporation under reduced pressure
afforded the crude product mixture. ThesugarlV was eluted as the first fraction (2.47 g,
55%).

To a solution o3 sugarlV (1g, 2.5 mmolJn MeOH (60.0 mL), potassium carbonate (1.0 g,
7.6 mmol) was added. The reaction mixture wasestiat r.t. for 1h and monitored by TLC.
The residue was purified over a silica gel coluaamg the desired produc®() was isolated
when eluted with cyclohexane/ethyl acetate: 2/8 iguantitative yield (400 mgjH NMR
(Acetone-d, 200 MHz)3 2.03 (m, 2H, H), 3.60 (m, 2H, H), 3.89 (q,J 5.0 Hz, 1H, H), 4.33
(q,J 5.0 Hz, 1H, H), 5.44 (dd,J 4.0 and 5.5 Hz, 1H, $t *C NMR (Acetone-8 50 MHz) &
41.7,63.7, 72.0, 88.8, 92.7.

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethqycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3,5-tri-O-acetyl3-L-ribofuranose (Compound 31)

The title compound was obtained according to theegs
EtOC \ \\,\'II\' procedureB starting from compound®4 (940 mg, 3.0
// \E;VOAC mmol) as a white powder in a yield of 33% (479 ni¢).
E0,C AcO' . and**C NMR profiles are the same as for its enantiomer:
compound 4; HRMS (ESI): calcd for [M+H]

Co1H26011N3, 496,1561, found 496.1564; HPLE2£4) 98.9% purity.

164



1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethaycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3-O-isopropylidene-L-ribofuranose (Compound 32)

The title compound was obtained according to theersd

EtO,C {\I:E . o procedureB starting from compoung5 (306 mg,0.7 mmol)
\E)_/ as a brown powder in a yield of 45% (251 mit).and**C

// o = NMR profiles are the same as for its enantiomempmaund

EtO,C )(O 5; HRMS (EST): calcd for [M+H] CigH2408N3, 410,1557,

found 410.1558; HPLCAGs4) 99.8% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethgycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3,5-tri-O-acetyl-D-xylofuranose(Compound 33)

The title compound was obtained according to theegs

ACO/IO>_N/N:N procedureB starting from compoun®7 (222 mg, 0.7

Aco” % = co.et | mmol) as a white powder in a yield of 42% (145 ).
OA

C// NMR (CDCk, 200 MHz) 6 1.37 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-

EtO2C CH3), 1.43 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 2.08 (s, 3H, Chh),

2.14 (s, 3H, Chhe), 2.16 (s, 3H, Chh), 4.26-4.51 (m, 6H, ks and 2GH,-CHs), 4.70 (td,J

6.6 and 4.7 Hz, 1H, }), 5.42 (ddJ 4.7 and 1.9 Hz, 1H, #), 5.99 (t,J 2.1 Hz, 1H, H), 6.08

(d, J 2.3 Hz, 1H, H); C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)d 14.0, 14.1, 20.5, 20.6, 20.7, 61.3,
62.0, 63.0, 68.0, 74.5, 79.2, 79.9, 90.6, 94.0,2,2P43.0, 152.4, 159.0, 169.3, 170.0, 170.4;
HRMS (ESI): calcd for [M+H] CpH2601:Ns, 496,1562, found 496.1563; HPLQG )
97.4% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(ethgycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-
2,3,4,6-tetraO-acetyl-D-glucopyranose Compound 34)

The title compound was obtained according to theegs
ﬁ/ |I\1:N procedureB starting from compound®9 (300 mg, 0.8
Ao N7 ~COEL mmol) as a brown powder in a yield of 72% (326 ).
\\ NMR (CDCls, 200 MHz)d 1.33-1.44 (m, 6H, 2CHCH3),
CO,Et 1.85 (s, 3H, Chh), 2.01-2.04 (m, 9H, 3CH.), 4.01 (ddd,
J 9.7, 4.7 and 2.4 Hz, 1H,) 4.13-4.27 (m, 3H, Ke),
4.30-4.48 (m, 4H, 28,-CHy), 5.27 (t,J 9.7 Hz, 1H, H), 5.41 (t,J 9.2 Hz, 1H, H)), 5.78-
5.94 (m, 2H, H and H); ®*C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)d 13.9, 13.9, 20.0, 20.4, 26.8,
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30.0, 61.4, 62.0, 63.0, 67.3, 67.8, 69.2, 72.52,785.8, 94.3, 121.8, 143.2, 152.1, 158.8,
168.5, 169.0, 169.9, 170.4; HRMS (BESIcalcd for [M+H] CpuH300:5N3, 568.1773, found
568.1774; HPLCX»s4) 99.8% purity.

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-((2R,4S,5R4-hydroxy-5-
(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-2-yl)-1 H-1,2,3-triazole-4-carboxylate(Compound 35)

The title compound was obtained according to theegsd
Ho/\EO)_N/NQN procedureB starting from compoun®0 (404 mg, 2.5
HO" = co.Et | mmol), as a brown oil in a yield of 28% (250 mi).NMR
// (CDCl3, 200 MHZz)4 1.37 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 1.43
EtO;C (t, J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 1.53-1.88 (br, 2H, 20H), 2.56-

2.71 (m, 1H, Hy2), 2.96-3.12 (m, 1H, K>"), 3.68-3.94 (m, 2H, Ks), 4.16-4.25 (m, 1H,
Hz), 4.28-4.53 (m, 4H, 28,-CHs), 4.85-4.98 (m, 1H, k), 6.52 (dd,J 6.9 and 4.9 Hz, 1H,
H1); **C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)513.8, 13.9, 40.1, 62.0, 62.2, 63.0, 68.0, 71.00,88.
88.6, 93.6, 121.5, 142.5, 152.3, 159.1.

Ethyl 1-((2R,4S,5R)-4-acetoxy-5-(acetoxymethyl)testhydrofuran-2-yl)-5-(3-ethoxy-3-
oxoprop-1-yn-1-yl)-1H-1,2, 3-triazole-4-carboxylate( Compound 3)

To a solution of compound5 (32 m, 0.1 mmol) in AO
ACO/\@_N/N:N (2.5 mL), was added DMAP (2 mg, cat.). The mixture

AcO CO,Et | reaction was stirred at r.t. After 3 min, the staytmaterial
// was consummed and the solvent was removed under
EtOL vacuum. Then, the crude material was diluted inyleth

acetate and washed with NE (2x), NaHCQ (3x) and
NaCl. The organic layer was dried over Mg®@d ethyl acetate was removed under vacuum.
Column purification (cyclohexane/ethyl acetate/@.5to 4/6) gave compour8b as a brown
oil in a yield of 46% (20 mg)*H NMR (CDCk, 200 MHz) 1.31-1.44 (m, 6H, 2CHCHs),
2.03 (s, 3H, Chho), 2.12 (s, 3H, Chkh), 2.57-2.69 (m, 1H, b}, 3.38-3.51 (m, 1H, k>,
4.07-4.14 (m, 1H, Hs), 4.28-4.49 (m, 6H, B,-CHs), 5.53 (s, 1H, H), 6.45 (t,J 6.2 Hz,1H,
H1); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)13.9, 14.0, 20.6, 20.8, 36.5, 61.9, 63.0, 63.11,68.
74.2, 84.0, 87.6, 93.7, 122.0, 143.1, 152.3, 15970.2, 170.4HRMS (EST): calcd for
[M+H]* C1oH2400N35, 438.1507, found 438.1508; HPLE,£) 100 % purity.
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1-Deoxy-1-(5-iodo-4-(ethoxycarbonyl)-H-1,2,3-triazol-1-yl) 2,3,5-tri-O-acetyl{3-D-

ribofuranose (Compound 37)

The title compound was obtained according to theersd

OAc
o N=p procedureC starting from compound (1.1 g, 3.7 mmol) aa
N%co Et brown powder in a yield of 40% (780 mgH NMR (CDCl,
4 2
ACO Bac | 200 MHz) 81.39 (t,J 7.1 Hz, 3H, CHCHs), 2.00 (s, 3H,

CHzad), 2.10 (s, 6H, 2Ckhe), 4.09 (dd,J 12.3 and 4.0 Hz,
1H, Hs/s), 4.33-4.46 (m, 4H, I, Hsys» and GH,-CHs), 5.74 (t,J 5.4 Hz, 1H, H), 6.07-6.15
(m, 2H, H- and H); C{*H} NMR (CDCls;, 50 MHz) 3 14.1, 20.3, 20.4, 20.5, 61.6, 62.4,
70.8, 73.9, 81.4, 85.7, 90.2, 142.1, 159.8, 16869.3, 170.4 HRMS (EST): calcd for
[M+H] " CygH2100Ns3l, 526.0317, found 526.0319; HPL&,£4) 96.9% purity.
1-Deoxy-1-(5-iodo-44ert-ethoxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,3O-isopropylidene-D-
ribofuranose (Compound 38)

The title compound was obtained according to theegs

procedureC starting from compoundil (6.0 g, 28.0 mmol) as a
\L)_ brown powder in a yield of 32% (4.0 g4 NMR (CDCk, 200

>/kcozEt MHz) 6 1.38-1.46 (m, 6H, CHCH3; and CHisop), 1.62 (s, 3H,

CHaisop), 3.04 (br, 1H, OH), 3.58-3.64 (m, 1HgH), 3.73-3.81

(m, 1H, Hys), 4.45 (q,J 7.1 Hz, 2H, G1,-CHs), 4.52-4.57 (m,
1H, Hy), 5.06 (ddJ 5.8 and 1.7 Hz, 1H, §), 5.38 (dd,J 5.8 and 1.9 Hz, 1H, ¥, 6.27 (d,J
1.9 Hz, 1H, H)); *c{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)5 14.2, 25.1, 27.0, 61.8, 63.2, 82.0, 85.3,
89.6, 95.2, 113.9, 142.0, 156.7, 159.9; HRMS (EStalcd for [M+H] Cy3H1906Nsl,
440.0313, found 440.0314; HPL®,§4) 96.6% purity.

Ethyl 1-(2,3,5-O-tri-acetyl-D-ribofuranosyl)-5-(phenylethynyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 39)

The title compound was obtained according to theersd

AcO . N=N procedureD starting from compound? (300 mg, 0.6 mmol)
N
\\(_7’ 7 ~COEtL 45 a brown oil in a yield of 12% (30 mgH NMR (CDCE,
AcO  OAc || 200 MHz) 3 1.42 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHg), 2.05 (s, 3H,

CHand), 2.12-2.15 (m, 6H, 2C#.), 4.09-4.23 (m, 1H, kis),
4.57-4.37 (M, 4H, W, Hss» and GHp-CHg), 5.79 (t,J 5.6 Hz,
1H, Hy), 6.06 (ddJ 5.3 and 3.2 Hz, 1H, §), 6.28 (d,J 3.2
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Hz, 1H, H'), 7.38-7.50 (m, 3H, K), 7.58-7.66 (m, 2H, K); *C{*H} NMR (CDCls;, 50
MHz) 514.3, 20.4, 20.5, 20.7, 29.6, 61.5, 62.5, 67.08,702.4, 73.9, 81.2, 88.6, 104.9,
120.6, 125.2, 128.6, 130.4, 132.0, 140.5, 159.8,216169.4, 170.6; MS (ESW/z = 522.7
[M+Na]*, 1022.7 [2M+Nal].

Ethyl 1-(2,3,5O-tri-acetyl-d-ribofuranosyl)-5-( p-tolylethynyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 40)

The title compound was obtained according to theersd

A ~CO.Et procedureD starting from compound7 (164 mg, 0.3
2
mmol) as a brown oil in a yield of 10% (16 mg} NMR
ACG  OAc || (CDCls, 500 MHz) 5 1.42 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 2.06

(S, 3H, CHag), 2.14 (s, 6H, 2Ckhc), 2.41 (s, 3H, Ch), 4.17
(dd,J 12.2 and 4.4 Hz, ¥s'), 4.44-4.49 (m, 4H, B>-CHj,
Ha, s15), 5.80 (t,J 5.6 Hz, 1H, H), 6.06 (dd,J 4.8 and 3.3
Hz, 1H, H), 6.28 (d,J 2.9 Hz, 1H, H'), 7.23 (d,J 7.9 Hz, 2H, H,), 7.52 (d,J 7.9 Hz, 2H,
Har); *C{*H} NMR (125 MHz, CDC}) & 14.7, 20.9, 21.0, 21.1, 22.2, 61.9, 63.0, 71.34,74
81.7, 89.0, 105.8, 118.0, 125.9, 129.9, 132.4,8,4D41.4, 160.3, 169.6, 169.8, 171.1; MS
(ES)m/z=536.7 [M+Na], 1050.7 [2M+Na].

Ethyl 1-(2,3-O-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-5-(phenylethynyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 41)

The title compound was obtained according to theegs
' o N=y procedureD starting from compound8 (110 mg, 0.2 mmol)
SL)‘N coet | @2 brown oil in a yield of 10% (9 mgH NMR (MeOD,
0)(6 // 200 MHz) & 1.37-1.46 (m, 6H, 2Cklop, 1.59 (s, 3H, Cht
CHs), 3.45-3.52 (m, 2H, Hs), 4.32-4.51 (m, 3H, B,-CHs,
and Hy), 5.03 (ddJ 5.9 and 2.0 Hz, 1H, #), 5.61 (dd,J 5.9

and 1.0 Hz, 1H, bl), 6.39 (s, 1H, ), 7.44-7.54 (m, 3H,
Ha)), 7.61-7.70 (m, 2H, K); “*C{*H} NMR (MeOD, 50 MHz)5 14.2, 25.1, 27.0, 29.6, 61.6,
63.3, 72.4, 82.0, 85.5, 89.5, 93.6, 105.2, 113285, 128.6, 130.4, 132.0, 159.7; MS (ES)
m/z= 436.6 [M+Na], 850.5 [2M+Nal].
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Ethyl 1-(2,3-O-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-5-(p-tolylethynyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 42)
The title compound was obtained according to theers

o Ny procedureD starting from compoun@8 (100 mg, 0.5 mmol)
bAN] _ as a brown oil in a yield of 10% (20 mgH NMR (CDCE,
o;(é) // cOut 200 MHz)$1.40-1.47 (m, 6H, CHCH3 and CHisop), 1.63 (s,

3H, Chisop), 2.40 (s, 3H, Chlay), 3.37 (br, 1H, OH), 3.66-

3.74 (m, 1H, W), 3.87 (dd,J 12.6 and 3.1 Hz, 1H, 4%),
4.47 (,d 7.1 Hz, 1H, G1,-CHy), 4.54-4.64 (m, 1H, ki), 5.08
(dd,J 5.8 and 1.4 Hz, 1H, #), 5.31 (dd,J 5.8 and 2.0 Hz, 1H,
Hy), 6.39 (d,J 2.0 Hz, 1H, H), 7.22 (d,J 8.0 Hz, 2H, H,), 7.51 (d,J 8.0 Hz, 2H, H,);
13C{'H} NMR (CDCls, 50 MHz) 3 14.3, 21.7, 25.1, 27.1, 28.4, 61.6, 63.4, 71.90,835.6,
89.5, 93.7, 105.7, 113.8, 117.5, 129.4, 132.0,0,4159.8; HRMS (ES): calcd for [M+H]
CasH2606N3, 428.1816, found 426.1819.

Ethyl  5-((4-fluorophenyl)ethynyl)-1-(2,3-O-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-1H-1,2,3-

triazole-4-carboxylate (Compound 43)

The title compound was obtained according to theegsd

OH _
o N=pN procedureD starting from compound8 (200 mg, 0.5 mmol) as
kﬁ)‘N coec | @brown il in a yield of 11% (23 mg)H NMR (CDCl, 200
N - 2
O)(é i MHz) & 1.38 -1.46 (m, 6H, CHCHs and Chisop, 1.61 (s, 3H,

CHaisop), 3.25 (br, 1H, OH), 3.64-3.72 (m, 1Hgk+), 3.81-3.87
(m, 1H, Hys), 4.45 (9J 7.1 Hz, 2H, ®-CHs), 4.52-4.61 (m,
1H, Hg), 5.06 (dd,J 5.8 and 1.36 Hz, 1H, 4J, 5.32 (dd,J 5.8
and 1.8 Hz, 1H, k), 6.35 (d,J 1.8 Hz, 1H, H), 7.06-7.15 (m,
2H, Ha), 7.57-7.10 (m, 2H, K); **c{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz)d 14.3, 25.1, 27.0, 61.6,
63.3, 82.0, 85.5, 89.6, 93.6, 104.1, 113.8, 116,23 @2.4 Hz), 116.7 (dJ 3.6 Hz), 124.9,
134.2 (d,J 8.8 Hz), 134.3, 140.2, 159.7, 163.7 (d253.3 Hz); HRMS (ES): calcd for
[M+H]* CoqH2406N3F, 432.1565, found 432.1566.
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Ethyl  1-(2,3-O-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-5-(non-1-yn-1-yl)41H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 44)

The title compound was obtained according to theegsd

OH .
K@_ procedureD starting from compound8 (200 mg, 0.5 mmol) as
o)
N

'N:N a brown oil in a yield of 13% (28 mg)H NMR (CDCk, 200
c;(é y COEL | MHz) 5 0.89 (t,J 6.5 Hz, 3H, Chhepy), 1.25-1.45 (m, 14H,
" ACHoheptys CHaisop and CH-CH3), 1.61-1.75 (m, 5H, Chileptyi
) and CHysop), 2.57 (t,J 7.0 Hz, 2H, Chihepyy), 3.76-3.60 (m, 1H,
Hs/s), 3.84 (ddJ 12.6 and 3.1 Hz, 1H, 4%), 4.44 (q,J 7.1
Hz, 2H, (H,-CHg), 4.51-4.59 (m, 1H, k), 5.06 (dd,J 5.8 and 1.5 Hz, 1H, ), 5.27 (dd,J
5.8 and 2.0 Hz, 1H, #), 6.28 (d,J 2.0 Hz, 1H, H); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)5 14.1,
14.2, 19.9, 22.6, 25.1, 27.0, 27.9, 28.7, 28.86,381.5, 63.4, 64.4, 82.0, 85.6, 89.5, 93.4,
108.4, 113.7, 125.6, 139.8, 159.9; HRMS (Stalcd for [M+H] CxH3406N3, 436.2442,

found 436.2444.

1-Deoxy-1-(4-(ethoxycarbonyl)-5-((trimethylsilyl)ehynyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2,3-O-
isopropylidene-D-ribofuranose (Compound 45)

The title compound was obtained according to theegs

AcO N=N procedureD starting from compound7 (110 mg, 0.2
ON-N 7 COzEt | mmol) as a brown oil in a yield of 5% (23 mdiH NMR

Ao OAc|| (CDCls, 500 MHz)3 0.31 (s,9H1Bu), 1.41 (tJ 7.1 Hz, 3H,
™S CH,-CHs), 2.06 (s, 3H, Chho), 2.13-2.14 (m, 6H, 2CH#o),

4.16 (dd,J 12.0 and 4.5 Hz, 1H, 4%), 4.41-4.51 (m, 4H,
Hz, Hsis» and GHx-CHg), 5.77 (t,J 5.7 Hz, 1H, H), 5.94 (dd,J 5.2 and 2.8 Hz, 1H, 4, 6.20
(d,J 2.8 Hz, 1H, H); **c{*H} NMR (CDCls, 125 MHz)5 0.0, 15.0, 21.2, 21.2, 21.5, 62.3,
63.3, 71.5, 74.8, 81.8, 87.6, 89.4, 114.3, 12513,4, 160.4, 170.0, 170.1, 171.4; HPL)Gsf)
99.6% purity; MS (ESin/z= 518.7 [M+Na], 1014.7 [2M+Nal].
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Ethyl 5-ethynyl-1-(2,3-O-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 46)

The title compound was obtaineth general procedur® by
OKHEO)— Ney successively using trimethylacetylene (as alkyregeat) and
‘ N, deprotecting silyl substitutant as a brown oil igield of 22%
q, é (23 mg)."H NMR (CDCk, 500 MHz) 5 1.39 (s, 3H, Chisop),
)V /4 1.44 (1, 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 1.63 (s, 3H, Chlop, 3.63 (dd,

- J 12.5 and 4.8 Hz, ¥Js»), 3.78 (dd,J 12.5 and 3.6 Hz, 1H,

Hsys), 4.46 (q,J 7.1 Hz, 2H, ®,-CHjg), 4.53-4.59 (m, 1H, k), 5.07 (dd,J 5.8 and 1.5 Hz,
1H, Hy), 5.38 (dd,J 5.8 and 1.9 Hz, 1H, #), 6.28 (d,J 1.9 Hz, 1H, H); ®*C{*H} NMR

(CDCls, 125 MHz)0 14.2, 25.1, 27.0, 61.8, 63.2, 82.0, 85.4, 89.63,9513.9, 142.0, 159.9;

HRMS (EST): calcd for [M+H] CisH2006N3, 338.1347, found 338.1347.

CO,Et

1-Deoxy-1-(5-(3-methoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(mabxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)-2,3-O-isopropylidenef3-D-ribofuranose (Compound 47)

The title compound was obtained according to theegs
procedureB starting from compoundl (231 mg, 1.1 mmol)
as a brown powder in a yield of 31% (127 mi). NMR
(CDCl;, 200 MHz) & 1.35 (s, 3H, Chlsop, 1.58 (s, 3H,
CHaisop), 2.87 (br, 1H, OH), 3.61 (dd, 12.3 and 4.8 Hz, 1H,
Hs/s), 3.74 (ddJ 12.3 and 3.9 Hz, 1H, %), 3.86 (s, 3H, O-
CHgs), 3.96 (s, 3H, O-C#), 4.50 (br, 3H, H), 5.01 (d,J 5.9 Hz, 1H, H), 5.36 (d,J 5.9 Hz,
1H, Hy), 6.25 (br, 1H, H); C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 25.0, 26.8, 52.7, 53.4, 62.7,
67.8, 81.7, 84.8, 89.4, 93.7, 114.0, 122.0, 14250.5, 159.2; HRMS (ESI calcd for
[M+H] " C1gH200sN3, 382,1245, found 382.1245; HPLE£) 96.1% purity.

Co,Me

X0

MeO,C

1-Deoxy-1-(5-(3-methoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-(mabxycarbonyl)-1H-1,2,3-triazol-1-
yl)-2,3-O-isopropylidene-50-acetylf3-D-ribofuranose (Compound 48)

OAcC

MeO,C

O 7’
N

35

NQN

—

COoMe

The title compound was obtained according to theegs
procedureB starting from compounti4 (3.0 g, 11.7 mmol) as
an orange oil in a yield of 45% (2.2 gl NMR (CDCk, 200
MHz) 6 1.31 (s, 3H, Chlsop, 1.50 (s, 3H, Chlsop), 1.91 (s, 3H,
CHsac), 3.80 (s, 3H, O-Chj, 3.90 (s, 3H, O-Chj, 3.95-3.98
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(m, 2H, H5), 4.46 (dt,J 5.8, 5.7 and 2.4 Hz, 1H,4}, 4.93 (ddJ 5.9 and 2.4 Hz, 1H, #),
5.50-5.53 (M, 1H, k), 6.22 (s, 1H, H); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 20.4, 24.9, 26.8,
52.5, 63.1, 67.9, 81.6, 83.8, 86.7, 92.3, 93.4,0,1422.0, 142.5, 152.4, 159.2, 170.0; HRMS
(ESI): calcd for [M+H] CigH2:00N3, 424.1351, found 424.1352; HPLE£,) 100% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3tert-butoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-tert-butoxycarbonyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-2,3,5-O-tri-acetyl-D-ribofuranose (Compound 49)

The title compound was obtained according to theegs

OAc procedureB starting from compound (679 mg, 13.3 mmol)
Kl/\O><NIN:N as a pale violet powder in a yield of 21% (264 mMg)NMR
Ac S ci)A = CO,tBu (CDCls, 200 MHz)d 1.51 (s, 9HtBu), 1.59 (s, 9H{Bu),
C
/ 2.02 (s, 3H, Chho), 2.11 (s, 6H, 2CkhJ), 4.06-4.16 (m, 1H,
tBuO,C Hss), 4.35-4.46 (M, 2H, I, Hs/s), 5.70 (t,J 5.5 Hz, 1H,

Hs), 5.99-6.03 (m, 1H, b), 6.18 (d,J 3.0 Hz, 1H, H); **C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)
520.3, 20.4, 20.6, 27.8, 28.0, 62.4, 66.0, 70.67,7&81.4, 83.4, 85.2, 89.0, 94.7, 121.7, 143.7,
151.2, 157.8, 169.1, 169.3, 170HMRMS (ES): calcd for [M+H]" CosH340:1N3, 552.2188,
found 552.2189; HPLCAgss) 98.4% purity.

1-Deoxy-1-(5-(3tert-butoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-4-tert-butoxycarbonyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-2,3-O-isopropylidenef3-D-ribofuranose (Compound 50)

The title compound was obtained according to theegs

PH procedureB starting from compoundl (500 mg, 2.3 mmol)
k@_N'N:N as a violet powder in a yield of 60% (600 md NMR
o : cogBu || (CDCl, 200 MHZ)5 1.39 (s, 3H, Chisog), 1.54 (s, 9H1BU),

/l 1.62 (s, 12H, Chkop andtBu), 2.87 (br, 1H, OH), 3.67-3.85

tBuO,C (M, 2H, H 5), 4.52-4.57 (M, 1H, k), 5.04 (dd,J 5.8 and 1.8

Hz, 1H, Hy), 5.28-5.32 (m, 1H, &), 6.29 (d,J 2.2 Hz, 1H, H); **C{*H} NMR (CDCl;, 50
MHz) & 25.2, 27.0, 27.9, 28.0, 63.1, 65.9, 81.8, 83.62,885.3, 89.3, 93.7, 94.9, 114.0,
121.7, 143.6, 151.2, 157.9; HRMS (BSlcalcd for [M+H] C,sH3,0eNs, 466,2184, found
466.2186; HPLCX254) 100% purity.

Ethyl  5-(3-amino-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(2,3©-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-1H-
1,2,3-triazole-4-carboxylate/Compound 51)
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The title compound was obtained by addings;Né) to a

HO/\EO) Nz solution of5 (130 mg, 0.3 mmol) in EtOH (10.0 mL). The
—N
o\\‘ ! CO,E reaction was allowed to react for 30 min. After gmaation
)VO // under pressure, a column filtration (DCM/MeOH: 9gayve
H,NOC the product as a yellow oitH NMR (CDCk, 200 MHz)d

1.38-1.47 (M, 6H, Chkop CHx-CH3), 1.61 (s, 3H, Chikop,
3.23 (br, 1H, OH), 3.60-3.71 (m, 1HsH), 3.79-3.85 (m, 1H, kis), 4.38-4.53 (m, 3H,
CH»-CHs and H), 5.02 (ddJ 6.0 and 2.1 Hz, 1H, §), 5.36 (ddJ 6.0 and 1.9 Hz, 1H, 4,
6.14 (br, 1H, NH), 6.32 (d] 1.9 Hz, 1H, H.), 7.04 (br, 1H, NH)=C{*H} NMR (CDCls, 50
MHz) & 14.1, 25.1, 27.0, 62.2, 62.8, 67.7, 81.4, 84.93,893.8, 96.4, 114.4, 122.4, 142.4,
152.7, 159.4; HRMS (E9L calcd for [M+H] CigH2107N4 381.1405, found 381.1406;
HPLC (A2s4) 98.4% purity.

1-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(Hydroxymethyl)-2,2-dimethyltgahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-
yl)-4-0x0-4,5-dihydro-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-c]pyridine-6-carboxamide(Compound 52)
To a solution o5 (327 mg, 0.8 mmol) in EtOH (30.0 mL)

N=N . .
0O | NH; (g) was added and the reaction mixture was alloiwed
HO N A0
Rt S_NH react overnight. After evaporation under pressura a
ONge) o :
X H crystallization in EtOH/ED, the compoun82 was obtained
H,N™ O

as a white powder in a quantitative yield (275 nig) NMR
(MeOD, 200 MHz)> 1.42 (s, 3H, Chlsop, 1.59 (s, 1H, Chlop, 3.73-3.50 (m, 2H, Kz),
4.38-4.43 (m, 1H, H), 5.01-5.04 (m, 1H, k), 5.82 (d,J 5.9 Hz, 1H, H), 6.45 (s, 1H, H),
7.58 (s, 1H, H); *C{*H} NMR (MeOD, 50 MHz)d25.4, 27.2, 62.8, 83.3, 85.4, 90.6, 94.2,
94.6, 114.9, 138.0, 139.4, 140.8, 158.2, 164.4; I$RKES): calcd for [M+H] CisH1s06Ns,
352.1252, found 352.1252; HPL&:£,) 98.4% purity.

Ethyl  5-((E)-3-ethoxy-3-oxoprop-1-en-1-yl)-1-(2,3-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-
1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate Compound 53)

o Sonogashira cross coupling was carried out betweerpound

38 and ethyl propiolate. Surprisingly, the sole outeoof this

0 Ns<
AN
\_E)‘N _ reaction was the expected adduct further subjdotadeduction
o : CO,Et
000N

of its triple bond (compoung3). *H NMR (CDCk, 200 MHz)3
EtO,C 1.23 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 1.35-1.42 (m, 6H, Ckko, and
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CH,-CHs), 1.58 (s, 3H, Chlsop, 3.79 (dd,J 10.8 and 5.4 Hz, 1H, 4%-), 3.90 (dd,J 10.8 and
5.2 Hz, 1H, Hys), 4.11 (9,d 7.1 Hz, 2H, ®>-CHs), 4.40 (q,J 7.1 Hz, 2H, G,-CHs), 4.61
(dt, 5.2, 5.2 and 2.1 Hz, 1H,48, 4.97 (dd,J 5.9 and 2.1 Hz, 1H, #), 5.10 (d,J 12.6 Hz,
1H, CH=C), 5.48-5.51 (m, 1H, H, 6.18 (s, 1H, H), 7.35 (d,J 12.6 Hz, 1H, CH=C);
3c{*H} NMR (MeOD, 50 MHz) 5 14.2, 25.0, 26.7, 59.9, 61.4, 69.9, 81.7, 84.63,884.1,
97.9, 114.2, 127.2, 140.5, 160.3, 160.8, 16WM8 (ES) m/z = 434.7 [M+Na], 845.8
[2M+Na]".

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxopropyl)-1-(2,30-isopropylidene-D-ribofuranosyl)-1H-1,2,3-
triazole-4-carboxylate (Compound 54)

The title compound was obtaineth a reduction ob (68 mg,

o 0.2 mmol) by the system @HPd/C) and a column filtration

KLO)—N'N;N (cyclohexane/ethyl acetate), in a quantitativedyi@ an orange
0. H ?KCOZB oil (65 mg).*H NMR (CDCk, 200 MHz)& 1.22 (t,J 7.1 Hz, 3H,
)( CH,-CHy), 1.38-1.45 (m, 6H, CHCHz and CHsop), 1.61 (s, 3H,
CHaisop), 2.76 (t,J 7.3 Hz, 2H, CH), 3.19-3.46 (m, 2H, OH and
CHy), 3.49-3.61 (m, 1H, k}s"), 3.70-3.76 (m, 1H, Ks), 4.11 (9,J 7.1 Hz, 2H, E,-CHy),
4.42 (9,d 7.1 Hz, 2H, ®1,-CHs), 4.50-4.55 (m, 1H, k), 5.05 (ddJ 5.8 and 1.6 Hz, 1H, ¥),
5.43 (dd,J 5.8 and 1.8 Hz, 1H, #), 6.24 (d,J 1.8 Hz, 1H, H); **C{*H} NMR (CDCls, 50
MHz) & 14.0, 14.2, 18.5, 25.1, 26.9, 32.7, 61.0, 61.31,681.9, 84.9, 89.5, 92.3, 113.7,
141.7, 161.1, 171.7; HRMS (E®I calcd for [M+H] CigH260sNs, 414.1871, found
414.1871.

EtO,C

3-(4-(ethoxycarbonyl)-1(2,3-O-isopropylidene-D-ribéuranosyl)-1H-1,2,3-triazol-5-
yl)propiolic acid (compound 55)

The title compound was obtained by adding NaH@Z5 mg,

%‘ Nep 0.3 mmol) to a solution of5 (120 mg, 0.3 mmol) in

- N _ acetone/water: 1/1 (v/v) (2.0 mL). Neutralizatiamdaextraction

}é / / O with ethyl acetate followed by filtration over dica gel column
HOC (DCM/MeOH: 9/1) gave the produBb as a colorless foam in a

yield of 62% (72 mg)*H NMR (CDCk, 200 MHz)d 1.39-1.46
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(M, 6H, CHysopand CH-CHs), 1.61 (s, 3H, Chisop, 3.61-3.71 (m, 1H, k), 3.80-3.88 (m,
1H, Hsys'), 4.46 (q,d 7.1 Hz, 2H, G1-CHs), 4.53-4.58 (m, 1H, k), 5.06 (dd,J 5.8 and 1.7
Hz, 1H, H), 5.32 (dd, 5.9 and 2.1 Hz, 1H, #), 6.31 (d,J 2.1 Hz, 1H, H\).

5-(Carboxyethynyl)-1-(2,3-O-isopropylidene-D-ribofuanosyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylic acid (Compound 57)
The title compound was obtained by adding NaOHr(#} 0.8

mmol) to a solution o6 (138 mg, 0.3 mmol) in dioxane/water:
o) N=
KL)—N 1/1 (v/v) (2.0 mL). Neutralization and extractionithv ethyl

o acetate followed by crystallization @EVpentane) gave the

o

HO,C

product57 as a white powder in a quantitative yield (110 mg)
'H NMR (CDCk, 200 MHz)3 1.41 (s, 3H, Chisop), 1.59 (s, 3H,
CHaisop), 3.35 (S, 1H, OH), 3.48 (d, 6.4 Hz, 2H, Hs), 4.37 (dt,J 6.4, 6.3 and 2.1 Hz, 1H,
Hs), 5.03 (d,J 2.1 Hz, 1H, H), 5.58-5.68 (m, 1H, b)), 6.35 (s, 1H, H); MS (ESI m/z =
354.5 [M+HT.

1-(Azidomethyl)-4-methylbenzen€ Compound 58)

The title compound was obtained according to theegd proceduré

/©/\N3 | as a yellow oil in a quantitative yield (4.0 4 NMR (CDCk, 200

MHz) & 2.37 (s, 3H, Ch), 4.29 (s, 2H, Ch), 7.21 (s, 4H, i); BC{*H}
NMR (CDCh, 50 MHz)321.1, 54.5, 128.2, 129.4, 132.2, 138.1.

1-(Azidomethyl)-4-methoxybenzenéCompound 59)

The title compound was obtained according to theegs procedure

/©/\N3 A as a colorless oil in a quantitative yield (4.9wgdh spectroscopic
MeO data in accordance with the literatdfé *H NMR (CDCk, 200 MHz)
53.73 (s, 1H, Ch), 4.18 (s, 2H, Ch), 6.79-6.86 (m, 2H, K), 7.13-7.20 (m, 2H, K).

(Azidomethyl)cyclohexane(Compound 60)

The title compound was obtained according to theegs procedurd as

O/\N?’ | a colorless oil in a quantitative yield (700 mgheTazido product was
purified and taken to further step.
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1-Azidohexane(Compound 61)

The title compound was obtained according to theegd procedure
AN
N3

A as a colorless oil in a quantitative yield (500)mtH NMR
(CDCls, 200 MHz)3 0.82 (t,J 7.0 Hz, 3H, CH), 1.36-1.09 (m, 6H, 3CH), 1.52 (q,J 7.0 Hz,
2H, CH), 3.18 (t,J 7.0 Hz, 2H, CHN3); :*C NMR (50 MHz, CDCY) & 13.89, 22.30, 26.20,
28.62, 31.15, 51.25.

Ethyl 5-(furan-2-carbonyl)-1-(naphthalen-2-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 62)

The title compound was obtained according to theegs
procedureE starting from compound (183 mg, 1.0 mmol),
%SCOZEI as a white powder in a yield of 76% (285 m{j NMR
(CDCls, 200 MHz)31.06 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH), 4.17 (q,J
7.1 Hz, 2H, ®,-CHs), 5.75 (s, 2H, N-Ch), 6.25 (dd,J 3.7
and 1.6 Hz, 1H, Krand, 6.86 (d,J 3.5 Hz, 1H, Hyand, 7.23 (ddJ 8.5 and 1.7 Hz, 1H, K,
7.34-7.43 (m, 3H, Haneand 2H), 7.55 (s, 1H, k), 7.49-7.66 (m, 4H, K); *C{*H} NMR
(CDCls, 50 MHz) 4 13.6, 53.4, 61.3, 112.8, 120.9, 125.0, 126.3, 1282%.3, 127.7, 127.8,

128.6, 130.6, 132.6, 132.8, 135.5, 139.1, 148.1,5,5859.6, 172.4; HRMS (ES calcd for
[M+H] * Co1H1604N35, 376.1292, found 376.1291; HPLE4,) 96% purity.

1-(Naphthalen-2-ylmethyl)-4-phenyl-H-1,2,3-triazol-5-yl)(thiophen-2-yl)methanone
(Compound 63)

The title compound was obtained according to theegsd

-N,
N\\N procedureE starting from compound (183 mg, 1.0 mmol), as

o Ph a white powder in a yield of 54% (214 mdj NMR (CDCE,
200 MHz)4 5.84 (s, 2H, Ch), 6.57 (ddJ 4.9 and 3.9 Hz, 1H,
Hihiophengd, 6.92 (dd,J 3.9 and 1.1 Hz, 1H, Hophend, 7.21-7.24
(M, 3H, Hriopheneand 2Hy), 7.30-7.44 (m, 5H, W), 7.51-7.56 (m, 2H, W), 7.64-7.70 (m,
4H, Ha); BC{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)353.5, 125.4, 126.3, 126.4, 127.5, 127.9, 128.1,
128.1, 128.5, 128.7, 129.6, 131.7, 132.9, 136.6,413142.2, 179.4; HRMS (ES1 calcd for
[M+H]* CouH1gN30S, 396.1165, found 396.1163; HPLGH) 99% purity.
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Ethyl 1-(4-methoxybenzyl)-5-(thiophene-2-carbonyljtH-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 64)

The title compound was obtained according to theerpd
Q/\N;N‘N procedureB starting from compoundb9 (163 mg, 1.0
MeO o COLEt mmol), as a white powder in a yield of 20% (74 nd).
NMR (CDCl, 200 MHz)3 1.06 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHa),
3.67 (s, 3H, O-Ch), 4.18 (g,J 7.1 Hz, 2H, ®,-CHs), 5.54
(s, 2H, CH), 6.57-6.74 (m, 2H, W), 6.97 (ddJ 4.8 and 3.9 Hz, 1H, thbphend, 7.03-7.14 (m,
2H, Hay), 7.73 (dd,J 4.8 and 1.1 Hz, Hophend; “"C{*H} NMR (CDCl3, 50 MHz) 13.6, 53.1,
55.2,61.4, 114.1, 125.4, 128.4, 130.1, 135.8,3,3836.6, 138.7, 142.9, 159.7, 159.8, 178.1;
HRMS (ESI): calcd for [M+H] CigH1504N35S, 372.1012, found 372.1009; HPLEG4) 95%

purity.

S

p—
—

Ethyl 1-(cyclohexylmethyl)-5-(thiophene-2-carbonyh1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 65)

The title compound was obtained according to theegd
procedureE starting from compoun@0 (139 mg, 1.0 mmol), as a
COzEt colorless crystal (by crystallization in diethyhet/pentane) in a
yield of 22% (76 mg)*H NMR (CDCk, 200 MHz)d 0.86-1.09
(M, 8H, 4CH.¢yciohexy), 1.46-1.61 (M, 5H, Chlycionexy and CH-
CHj3), 1.78-1.96 (m, 1H, ClLiohexy), 4.24-4.11 (m, 4H, B,-CHz and N-CH), 7.15 (ddJ 4.9
and 3.9 Hz, 1H, Wiophend, 7.44 (ddJ 3.9 and 1.1 Hz, 1H, Hophend, 7.85 (ddJ 4.9 and 1.1
Hz, 1H, Hhiophend; “"C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 13.6, 25.2, 25.8, 30.1, 38.3, 55.4, 61.4,

128.7, 135.7, 136.6, 137.0, 138.2, 143.2, 159.8. %A 7THRMS (ESDZ calcd for [M+HT
C17H2,03N3S, 348.1376, found 348.1375; HPLGH,) >99% purity.

Ethyl 1-hexyl-5-(thiophene-2-carbonyl)-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate/ Compound 66)
The title compound was obtained according to theegs

/\/\/\N/N\‘N procedure E starting from compound 61 (127 mg,nindol),
o \COZEt as a white powder in a vyield of 46% (154 m{jl NMR

< : (CDCls, 200 MHz)4 0.80 (t,J 6.5 Hz, 3H, ®l3nexy), 1.09 (t,J
7.1 Hz, 3H, CH-CHa), 1.21 (br, 6H, 3Chhexy), 1.95-1.76 (m,

2H, Chbnexy), 4.21 () 7.1 Hz, 2H, Gl,-CHg), 4.39 (tJ 7.3 Hz, 2H, Chinexy), 7.16 (dd,) 4.8
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and 3.9 Hz, 1H, Wiophend, 7.46 (ddJ 3.9 and 1.1 Hz, 1H, ophend, 7.86 (dd,J 4.8 and 1.1
Hz, 1H, Hhiophend; “"C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)513.7, 13.8, 22.2, 25.9, 30.1, 30.9, 49.8,
61.5, 128.8, 135.8, 137.1, 143.1, 159.8, 177.9HRES"): calcd for [M+H] CigH2:0sN3S,
336.1376, found 366.1379; HPL®&,£,) 97% purity.

Ethyl 5-iodo-1-(naphthalen-2-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate Compound 67)

The title compound was obtained according to theegs

N/N\\N procedure C starting from compound 1 (183 mg, 1nGoij
)§< as a white powder in a vyield of 89% (362 mig).NMR

COzEt

(CDCls, 200 MHz)31.43 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH), 4.44 (g,J
7.1 Hz, 2H, ®,-CHa), 5.82 (s, 2H, N-Ch), 7.35-7.39 (m, 1H, ), 7.45-7.53 (m, 2H, K),
7.69 (s, 1H, K,), 7.77-7.84 (m, 3H, K); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz)5 14.2, 54.7, 61.6,
84.7, 124.9, 126.7, 127.2, 127.8, 128.0, 129.0,9,3083.1, 133.1, 142.4, 160.3; HRMS
(ESI): calcd for [M+H] Ci6H1502N3l, 408.0203, found 408.0199; HPL®&,6,) 96% purity.

5-lodo-1-(naphtalene-2-ylmethyl)-4-phenyl-H-1,2,3-triazole(Compound 68)

The title compound was obtained according to theegsd

N”N\\N procedure C starting from compound 1 (183 mg, 1InGofjy as a
)§< white powder in a yield of 55% (226 mgH NMR (CDCk, 200

Ph

MHz) & 5.91 (s, 2H, Ch), 7.37-7.56 (m, 6H, W), 7.77 (s, 1H,
Har), 7.88-7.96 (m, 5H, K); “*C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 553.7, 81.7, 125.1, 126.4,
126.5, 126.9, 127.6, 127.7, 128.3, 128.5, 128.6,413132.4, 132.6, 132.8, 148.9; HRMS
(ESI): calcd for [M+H] CigH15Na3l, 412.0305, found 412.0304; HPL&:£,) 99% purity.

Ethyl 5-iodo-1-(4-methoxybenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate Compound 69)

The title compound was obtained according to theegs
_N,
N\‘N procedure B starting from compound 59 (163 mg,nindol),
MeO l coet | @ a white powder in a vyield of 50% (194 mijy NMR

(CDCls, 200 MHz)& 1.43 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 3.79
(s, 3H, O-CH), 4.44 (q,J 7.1 Hz, 2H, ®,-CHs), 5.60 (s, 2H, N-Ch), 6.86 (d,J 8.7 Hz, 2H,
Har), 7.26 (d,J 8.7 Hz, 2H, H,); **C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)514.2, 54.0, 55.2, 61.4,
84.3, 114.2, 125.6, 129.4, 142.1, 159.7, 160.2; ISRESI): calcd for [M+H] Ci3H150sNal,
388.0153, found 388.0155; HPL&,£,) 97% purity.
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Ethyl 5-bromo-1-(4-methoxybenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate( Compound 70)

To a solution of azide (1 mmol) in THF (10.0 mL) ree

-N
J@AN N added successively ethylpropiolate (2.0 mmol), C{Be

MeO Br Ot mmol), N-bromosuccinimide (3.0 mmol) and DIPEA (1.2
2

mmol). The reaction mixture was allowed to stir.at until
complete consumption of the starting material (1die reaction mixture was then filtered
on calcite and the solvent was removed under vaciitm crude material was purified over a
silica gel column chromatography (cyclohexane/etivgtate: 9/1 to 8/2), to yield the desired
product as a white powder in a 50% vyield (170 mig)NMR (CDCk, 200 MHz)3 1.36 (t,J
7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 3.73 (s, 3H, O-CH), 4.38 (q,J 7.1 Hz, 2H, G1,-CHs), 5.49 (s, 2H, N-
CHy), 6.81 (m, 2H, H,), 7.22 (m, 2H, K); **C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5 14.1, 52.5,
55.1, 61.3, 114.1, 115.7, 125.1, 129.3, 129.9,6,3159.7, 159.7; HRMS (EYI calcd for
[M+H] * C1aH1505N3Br, 340.0291, found 340.0288; HPLE,£) 95% purity.

Ethyl 5-allyl-1-(naphthalen-2-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylateCompound 71)

N To a solution of compound 1 (122 mg, 0.7 mmol) DEM
N\‘\N (10.0 mL), were added successively ethylpropio(até mL,
co.et | 14 mmol), Cul (150 mg, 0.8 mmol), allyl bromide J0mL,

/ 1.4 mmol) and DIPEA (0.2 mL, 1.0 mmol). The reagctio

mixture was allowed to stir at r.t. until completansumption of the starting material (0.5-1h).

The reaction mixture was then filtered on calcitd ¢he solvent was removed under vacuum.
The crude residue was purified over a silica géirom chromatography (cyclohexane/ethyl
acetate: 9/1 to 8/2) to yield the desired prodsca @olorless oil in a 96% vyield (308 mi}
NMR (CDCl, 200 MHz)$1.38 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH), 3.66 (d,J 5.5 Hz, 2H, Gi,CH=CH,),
4.39 (g,J 7.1 Hz, 2H, ®,-CHs), 4.90 (ddJ 17.1 and 0.1 Hz, 1H, GI&@H=CH,), 5.03 (ddJ
10.1 and 0.1 Hz, 1H, GI&H=CH,), 5.59-5.79 (m, 3H, C¥CH=CH, and N-CH), 7.24 (ddJ

8.6 and 1.4 Hz, 1H, H), 7.39-7.51 (m, 2H, W), 7.54 (s, 1H, K), 7.71-7.80 (m, 3H, K);
13c{'H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 14.1, 27.0, 52.0, 60.9, 117.7, 124.3, 126.1, 12626.6,
127.6, 127.7, 128.9, 131.2, 131.4, 132.8, 132.9,3t6HRMS (ESI): calcd for [M+H]
C19H2002N3, 322.1550, found 322.1555; HPLE,£s) 98% purity.
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Benzyl azide(Compound 72)

The title compound was obtained according to theegd proceduréd as
©/\ | a colorless oil in a quantitative yield (1.0 g) hwpectroscopic data in

accordance with the literatuf&’. *"H NMR (CDCk, 200 MHz)$ 4.34 (s,
2H, CH), 7.24-7.43 (m, 5H, K).

1-(Azidomethyl)-4-(trifluoromethyl)benzene (Compound 73)

The title compound was obtained according to theege procedure

/©/\N3 A as a yellow oil in a quantitative yield (1.0 g)tlispectroscopic
F3C data in accordance with the literatdt& '"H NMR (CDCk, 200 MHz)
8 4.41 (s, 2H, N-Ch), 7.41 (dJ 8.0 Hz, Hy), 7.61 (d,J 8.0 Hz, H).

1-(Azidomethyl)-4-nitrobenzene(Compound 74)
The title compound was obtained according to theegd procedure

N
J@/\ °l Aasa yellow oil in a quantitative yield (3.0 $)1 NMR (CDCk, 200
N
MHz) 64.50 (s, 2H, Ch), 7.47-7.51 (m, 2H, W), 8.20-8.25 (m, 2H,

Har); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 53.6, 123.9, 128.5, 142.7.

oF}

4-(Azidomethyl)benzonitrile (Compound 75)

The title compound was obtained according to theeg® procedure

Q/\N3 A as a colorless oil in a quantitative yield (1.0wgdh spectroscopic
NC data in accordance with the literatdf& *H NMR (CDCk, 200 MHz)

54.43 (s, 2H, Ch), 7.42 (d,J 8.0 Hz, 2H, H,), 7.66 (d,J 8.0 Hz, 2H, H,).

Butyl azide (Compound 76)

The title compound was obtained according to theegad procedurd as a
/\/\Ns colorless oil in a quantitative yield (0.9 g) wipectroscopic data in
accordance with the literatut&'. *H NMR (CDCk, 200 MHz)3 0.87 (t,J

7.2 Hz, 3H, CH), 1.24-1.59 (m, 4H, 2C#), 3.19 (t,J 6.8 Hz, 2H, CHNs).

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-methyllenzyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 77)
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The title compound was obtained according to theegpd

N._CO,Et procedureB starting from compound8 (147 mg, 1.0
N
‘NK mmol), as a white powder in a yield of 76% (259 niH)
N
< > ot | NMR (CDCL, 200 MHz) § 1.33-1.43 (m, 6H, 2CH

CHa), 2.31 (S, 3H, Chloy), 4.33 (q,d 7.1 Hz, 2H, G-
CHs), 4.42 (9,0 7.1 Hz, 2H, ®,-CH3), 5.59 (s, 2H, N-Ch), 7.14 (d,J 8.0 Hz, 2H, H,), 7.27
(d, J 8.1 Hz, 2H, H,); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz)3 13.9, 14.0, 21.1, 53.6, 61.7, 62.8,
68.9, 93.6, 121.2, 128.4, 129.6, 130.2, 139.0,9,4852.4, 159.2; HRMS (E§! calcd for
[M+H]" C1gH2004N3, 342.1448, found 342.1451; HPLE,{,) >99% purity.

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-methoxenzyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 78)

The title compound was obtained according to theegs

-N,
Q/\N\\N procedureB starting from compoundb9 (147 mg, 1.0
MeO // CO,Et mmol), as a white powder in a yield of 50% (178 nté)

EtO,C

NMR (CDCl, 200 MHz)3 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs),
1.39 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 3.77 (s, 3H, O-Ch), 4.28-4.47 (m, 4H, 28,-CHs), 5.57 (s,
2H, N-CH,), 6.81-6.89 (m, 2H, W), 7.29-7.35 (m, 2H, KW); *C{*H} NMR (CDCls, 50
MHz) 8 13.9, 14.0, 53.4, 55.2, 61.7, 62.8, 68.9, 93.8,3,1121.1, 125.2, 130.0, 142.9, 152.4,
159.2, 160.0; HRMS (ESL calcd for [M+H] CigH200sN3, 358.1397, found 358.1399;
HPLC (\254) 99% purity.

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-nitrobezyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 79)

N The title compound was obtained according to theersd
N7~ .
/©/\ N procedureB starting from compoundr4 (178 mg, 1.0

// CO,Et mmol), as a white powder in a yield of 50% (186 mit).
NMR (CDCl, 200 MHz)3 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs),
1.41 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 4.28-4.49 (m, 4H, 28,-CHs), 5.76 (s, 2H, N-Ch), 7.50-
7.57 (m, 2H, H,), 8.20-8.26 (m, 2H, K); “*C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz) 3 13.9, 14.0,
52.6, 62.0, 63.1, 68.2, 94.1, 121.6, 124.3, 12938,.7, 143.1, 148.3, 152.1, 159.0; HRMS
(ESI"): calcd for [M+H] Cy7H1706N4, 373.1143, found 373.1143; HPLE,£s) 99% purity.

O2N

EtO,C
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Ethyl 1-(4-cyanobenzyl)-5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yni-yl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 80)
The title compound was obtained according to theegs

-N
N7 N procedureB starting from compound5 (158 mg, 1.0 mmol),
NC i i 0
Vi CO,E as a brown powder in a yield of 55% (194 mg). Itswa
EtO,C crystallized in diethyl ether/pentane to yield aitetsolid. 'H

NMR (CDChk, 200 MHz)31.37 (t,J 7.19 Hz, 3H, CH-CHs), 1.41 (t,J 7.16 Hz, 3H, Ch
CHa), 4.26-4.52 (m, 4H, 28,-CHs), 5.70 (s, 2H, N-Ch), 7.47 (d,J 8.2 Hz, 2H, H,), 7.68
(d, J 8.3 Hz, 2H, H,); **c{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5 14.0, 14.0, 53.0, 62.0, 63.1, 68.3,
94.1, 113.3, 117.9, 121.6, 129.0, 132.9, 137.9,114152.2, 159.0; HRMS (ESI calcd for
[M+H] * C1gH1704N4, 353.1244, found 353.1244; HPLE£) 95% purity.

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-(trifluoromethyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazole-
4-carboxylate (Compound 81)

The title compound was obtained according to theegs
-N
/O/\N\‘\N procedureB starting from compound3 (201 mg, 1.0 mmol)
FaC #  ‘co,et | as a brown powder in a yield of 51% (201 mi#). NMR
EtO,C (CDCls, 200 MHz)d 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 1.41 (t,

J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 4.34 (q,J 7.1 Hz, 2H, G1,-CHs), 4.44 (q,J 7.2 Hz, 2H, G1,-CH),
5.71 (s, 2H, N-Ch), 7.49 (d,J 8.1 Hz, 2H, H,), 7.63 (d,J 8.1 Hz, 2H, H,); **C{*H} NMR
(CDCl;, 50 MHz) 513.8, 13.9, 52.9, 61.8, 62.9, 68.3, 93.8, 121.8.6.2q,J 272.4 Hz),
126.0 (q,J 3.7 Hz), 128.7, 131.1 (4} 32.7 Hz), 136.9, 142.9, 152.1, 159.0; HRMS (&SI
calcd for [M+H] CigH1704N3F3, 396.1166, found 396.1159; HPLE£,) 99% purity.

Ethyl 1-benzyl-5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1yl)-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 82)

The title compound was obtained according to theegd

-N_
©/\N 'N procedureB starting from72 (133 mg, 1 mmol), as a white
4/ ‘co,et| powder in a yield of 21% (68 mgi NMR (CDCk, 200 MHz)d
EtO,C 1.33-1.44 (m, 6H, 2CHCH5), 4.34 (q,J 7.1 Hz, 2H, G1,-CH),

4.44 (q,J 7.1 Hz, 2H, ®»-CHs), 5.65 (s, 2H, N-Ch), 7.33-7.40 (m, 5H, K); **C{*H} NMR
(CDCl;, 50 MHz) 314.0, 14.01, 53.8, 61.9, 62.9, 68.8, 93.7, 12128.4, 129.1, 133.2,
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142.9, 152.4, 159.3; HRMS (E$I calcd for [M+H] CiHi1g04Ns 328.1292, found
322.1292; HPLCXzs2) 99% purity.

Ethyl 1-(cyclohexylmethyl)-5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1yn-1-yl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 83)

The title compound was obtained according to theegs

OﬂNi\l“N procedureB starting from compoun@O (140 mg, 1.0 mmol), as a
A/  co,er| White powder in a yield of 22% (73 mgH NMR (CDCk, 200
EtO,C MHz) & 1.00-1.46 (m, 12H, 3CHyciohexy @and 2CH-CH3z), 1.57-

1.77 (M, 4H, 2Chlcyciohexy), 1.90-2.11 (M, 1H, Heiohexy), 4.28-4.50 (m, 6H, 28,-CH; and
N-CH,); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz) & 13.9, 14.0, 25.3, 25.8, 30.3, 38.6, 55.8, 58.7,
61.8, 62.9, 69.0, 83.1, 93.1, 121.9, 142.3, 15258.4; HRMS (ES): calcd for [M+H]
C17H2404N3, 334.1731, found 334.1768; HPLE£:) >99% purity.

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-hexyl-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 84)

The title compound was obtained according to theegsd
NN .
N™"y procedureB starting from compoun@0 (127 mg, 1.0 mmol),
. . : 0
7 o | B2 white powder in a yield of 57% (183 m). NMR
EtO,C (CDCls, 200 MHz)d 0.83-0.90 (m, 3H, Ckheyy), 1.31-1.46

(m, 12H, 2CH-CH3 and 3CH hexy), 1.88-2.02 (M, 2H, Chhexy), 4.28-4.51 (m, 6H, N-CH
and 2QH,-CHs); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5 13.9, 13.9, 14.1, 22.3, 25.9, 29.7, 30.9,
50.1, 61.8, 62.9, 68.8, 93.2, 121.4, 142.6, 15298.4; HRMS (ES): calcd for [M+H]
CreH2404N3, 322.1761, found 322.1765; HPLE,£) 99% purity.

Ethyl 1-butyl-5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate
(Compound 85)

The title compound was obtained according to theegsd

/\/\N’N\\N procedureB starting from compound6 (100 mg, 1.0 mmol), as a
// CO.Et white powder in a yield of 34% (100 mg})—] NMR (CDCk, 200
2
EtO,C MHz) 6 0.96 (t,J 7.3 Hz, 3H, CH.uy), 1.30-1.47 (m, 8H, CH

butyl and 2CH-CHs), 1.88-2.02 (m, 2H, Chuy), 4.29-4.52 (m,
6H, N-CH, and 2@H,-CHs); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz) 5 13.3, 14.0, 19.5, 29.7, 30.3,
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31.7,49.8, 61.8, 62.9, 68.8, 93.2, 121.5, 14583, 159.4; HRMS (E$}: calcd for [M+H]
C1aH2004N3, 294.1448, found 294.1446; HPLE4,) >99% purity.

1-(Azidomethyl)-4-fluorobenzene(Compound 86)
The title compound was obtained according to theege procedure
/©/\N3 A, as a pale yellow oil in a yield of 80% (1.2 g) wipectroscopic
F data in accordance with the literatdt& *H NMR (CDCk, 200 MHz)
04.22 (s, 2H, CH), 6.92-7.04 (m, 2H, K), 7.17-7.24 (m, 2H, K).

1-(Azidomethyl)-3-fluorobenzene(Compound 87)

The title compound was obtained according to theegd procedurd,,

@CN:*’ as a pale yellow oil in a yield of 82% (1.2 gl NMR (CDCk, 200
F MHz) & 4.28 (s, 2H, Ch), 6.94-7.04 (m, 3H, K), 7.19-7.34 (m, 1H,

Ha); *C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)5 48.4 (d,J 3.3 Hz), 115.6 (dJ 21.2 Hz), 122.6 (d, J
15.3 Hz), 124.4 (d] 3.7 Hz), 130.3 (dJ 13.0 Hz), 130.3, 160.83 (d,247.8 Hz).

1-(Naphthalen-2-ylmethyl)-4-phenyl-5-(phenylethyny)-1H-1,2,3-triazole(Compound 88)
The title compound was obtained according to theegd
N”N\\N procedureB starting from compound (183 mg, 1.0 mmol), as a
= white powder in a yield of 58% (223 mgH NMR (CDCk, 200
Ph MHz) 65.84 (s, 2H, ChH), 7.37-7.55 (m, 11H, K), 7.76-7.87
(m, 4H, Hy), 8.18-8.23 (m, 2H, W); **C{*H} NMR (CDCls, 50
MHz) & 53.2, 75,6, 102.5, 121.4, 125.4, 126.2, 126.5,6,2627.5, 127.7, 127.9, 128.6,

128.6, 128.8, 129.7, 130.2, 131.6, 132.0, 133.B.113HRMS (ESI): calcd for [M+H]
CarH2oN3, 386.1650, found 386.1652; HPLE£) 97% purity.

1-(4-Methylbenzyl)-4-phenyl-5-(phenylethynyl)-H-1,2,3-triazole(Compound 89)

N The title compound was obtained according to theegsd procedure
/@AN\‘\N B starting from compound8 (147 mg, 1.0 mmol), as a white
/\<ph | powder in a yield of 62% (217 mgH NMR (CDCk, 200 MHz)3
Ph 2.15 (s, 3H, CH), 5.44 (s, 2H, Ch), 6.99 (d,J 7.9 Hz, 2H, H,),
7.16 (d,J 8.1 Hz, 2H, H,), 7.14-7.39 (m, 10H, &), 8.03-8.08 (m, 2H, K); “*C{*H} NMR
(CDCls, 50 MHz) 6 21.0, 52.6, 75.5, 102.4, 117.2, 121.3, 126.0, 12228.4, 128.5, 129.3,
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129.5, 130.2, 131.4, 129.6, 129.7, 129.9, 130.4,6,3131.8, 138.4, 148.1; HRMS (EBI
caled for [M+H] Co4H20N3, 350.1652, found 350.1650; HPLE£) 99% purity.

4-(Methoxymethyl)5-(3-methoxyprop-1-yn-1-yl)-1-(napthalen-2-ylmethyl)-1H-1,2,3-

triazole (Compound 90)

The title compound was obtained according to theegs

-N
N N procedureB starting from compound (183 mg, 1.0 mmol),

Y e | 22 white powder in a yield of 10% (32 mdji NMR
(CDCls, 200 MHz)d 3.32 (s, 3H, O-CH), 3.40 (s, 3H, O-
CHa), 4.33 (s, 2H, O-Ch), 4.57 (s, 2H, O-Ch), 5.72 (s, 2H,
N-CHy), 7.41 (ddJ 8.5 and 1.7 Hz, 1H, k), 7.47-7.50 (m, 2H, W), 7.77-7.82 (m, 4H, K);
3c{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz) 53.1, 57.8, 58.3, 60.1, 64.7, 71.0, 98.6, 199.%.2,2
126.5, 127.3, 127.6, 127.8, 128.7, 131.7, 133.®8.113147.1; HRMS (ES): calcd for
[M+H]* CrgH2002N3, 322.1550, found 322.1548; HPLE,£) 95% purity.

OMe

Methyl 1-(4-cyanobenzyl)-5-(3-methoxy-3-oxoprop-14y1-yl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 91)

N The title compound was obtained according to theerpd

/@AN\\\N procedureB starting from compound5 (158 mg, 1.0 mmol),
Ne +/  come | as a white powder in a yield of 45% (146 mi)l NMR

MeO,C (CDCl, 200 MHz) 5 3.88 (s, 3H, O-CH), 3.97 (s, 3H, O-

CHs), 5.70 (s, 2H, N-Ch), 7.44-7.48 (m, 2H, W), 7.64-7.70 (m, 2H, K); *C{*H} NMR
(CDCl;, 50 MHz) 852.7, 52.9, 53.5, 68.5, 93.8, 113.2, 117.9, 12128.0, 132.9, 137.8,
142.8, 152.5, 159.4; HRMS (ESI caled for [M+H] CieH1d0sN4 325.0931, found
325.0933; HPLCX254) 99% purity.

Methyl 5-(3-methoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-methaybenzyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 92)

The title compound was obtained according to theegs

-N
N7 .
/@ N procedureB starting from compound9 (163 mg, 1.0
Meo // CO,Me mmol), as a white powder in a yield of 10% (33 ).
MeoL NMR (CDCl, 200 MHz)3 3.68 (s, 3H, O-CH), 3.80 (s, 3H,

O-CHy), 3.86 (s, 3H, O-CH), 5.49 (s, 2H, N-Ch), 6.73-6.80 (m, 2H, k), 7.20-7.27 (m, 2H,
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Ha); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz) §52.4, 53.3, 55.1, 69.1, 93.2, 114.2, 121.0, 125.1,
129.9, 142.5, 152.7, 159.5, 159.9; HRMS (EStalcd for [M+H] CieH1605N3, 330.1084,
found 330.1091; HPLCAGs4) 98% purity.

tert-Butyl  5-(3-(tert-butoxy)-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-nitrobenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 93)

The title compound was obtained according to theerpd

procedureB starting from compound4 (2.8 g, 15.6 mmol),
as a white powder in a yield of 22% (1.47 Y1 NMR
(CDCl;, 200 MHz) 8 1.54 (s, 9H,tBu), 1.60 (s, 9HBU),
5.73 (s, 2H, CH), 7.54 (m, 2H, H), 8.23 (m, 2H, H);
3c{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz) 527.8, 27.9, 52.5, 66.6, 83.4, 85.3, 94.9, 121.2.22
129.3, 140.0, 143.8, 148.1, 151.1, 157.9; HRMS {ESialcd for [M+H] CpiH2506N4,
429.1769, found 429.1769.

tBUO,C

tert-Butyl 5-(3-(tert-butoxy)-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-cyanobenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 94)

The title compound was obtained according to theerpd

N/N\\N procedureB starting from compound5 (2.6 g, 16.7 mmol),
NC y = as a white powder in a yield of 22% (1.5 gi NMR
7 CO,tBu
tBuO,C (CDCls, 200 MHz)5 1.54 (s, 9HtBu), 1.60 (s, 9HtBu), 5.73

(s, 2H, CH), 7.54 (m, 2H, H,), 8.23 (m, 2H, H,); **C{*H}
NMR (CDCl, 50 MHz)$ 27.9, 28.0, 52.8, 66.7, 83.4, 85.3, 94.9, 113.8,0,1121.2, 129.1,
132.8, 138.1, 143.9, 151.2, 157.9; HRMS (EStalcd for [M+H] CxH,504N4, 409.1870,
found 409.1871.
tert-Butyl 5-(3-butoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-methoybenzyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 95)

The title compound was obtained according to theerpd

Z

tBuO,C

~N
@N "N
MeO

CO,tBu

procedureB starting from compound9 (370 mg, 2.3
mmol), as a brown powder in a yield of 22% (206 nTd)e
purity of this compound was verified by proton NMR

NMR (CDCls, 200 MHz)d 1.55 (s, 9HBu), 1.59 (s, 9H,
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tBu), 3.78 (s, 3H, O-CH), 5.56 (s, 2H, N-Ch), 6.84-6.88 (m, 2H, k), 7.33-7.38 (m, 2H,
Har).

tert-Butyl 5-(3-(tert-butoxy)-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-fluorobenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 96)

N The title compound was obtained according to theers
/@AN\\\N procedureB starting from compounél6 (1.0 g, 6.9 mmol), as a

] #  cosmsu| white powder in a yield of 10% (277 mgH NMR (CDC,
1BuO,C 200 MH2) 5 1.54 (s, 9H{Bu), 1.59 (s, 9H{BU), 5.59 (s, 2H,

CH,), 7.04 (1, 8.4 Hz, 2H, H,), 7.39 (dd,J 7.8 and 5.5 Hz, 2H, k)); °C NMR (CDC}, 50
MHz) 827.9, 28.0, 52.9, 67.2, 83.2, 85.1, 94.6, 116.0)@1.9 Hz), 120.9, 129.2 (d,3.3
Hz), 130.5 (d,) 8.5 Hz), 151.3, 158.1, 160.5, 165.4.

tert-Butyl 5-(3-(tert-butoxy)-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(2-fluorobenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (Compound 97)

The title compound was obtained according to theers
i N procedureB starting from compounél7 (1.2 g, 7.9 mmol), as a

@AN\\\N white powder in a yield of 30% (952 mgH NMR (CDCk,
#  cosBu | 200 MH2) & 1.56 (s, 9H}Bu), 1.63 (s, 9HIBU), 5.72 (s, 2H,

CH,), 7.07-7.18 (m, 2H, K), 7.26-7.42 (m, 2H, K); *C{*H}
NMR (CDCl, 50 MHz)d 27.9, 28.0, 46.9, 47.0, 66.7, 83.1, 84.9, 94.6,4,1116.0, 120.4,
120.7, 121.3, 124.6 (d} 3.8 Hz), 130.3 (dJ 2.9 Hz), 131.0 (dJ 8.1 Hz), 143.5, 151.2,

157.9, 158.1, 162.8; HRMS (E$I calcd for [M+H] CyH2sO4NsF, 402.1824, found
402.1824.

tBuO2C

tert-Butyl(3-aminopropyl)carbamate (Compound 98)

To a solution of diaminopropane (10.0 mL, 118.8 Mma

H,N~ >""NHBoc _
chloroform (200.0 mL) at 0 °C was addett-butyl dicarbonate

(5.0 mL, 21.7 mmol) dropwise over 2h. The reactiorture was allowed to react at r.t until
complete consumption of the starting material (oight). Chloroform was then removed
under vacuum, water (150.0 mL) was added and tbeluble bis-substituted product was
removed by filtration. The filtrate was extractedhwDCM (3 x 100.0 mL), and the organic
layers were combined, washed with brine (100.0 naby dried over MgSQ Finally, the

solvent was removed in vacuum to afford compo88as a colorless oil (2.3 g, 11 %) with
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spectroscopic data in accordance with the liteedfii'H NMR (CDCk, 200 MHz)3 1.38 (s,
9H, tBu), 1.56 (q,J 6.7 Hz, 2H, CH), 2.70 (t,J 6.7 Hz, 2H, CH), 3.15 (dd,J 12.7 and 6.4
Hz, 2H, CH), 5.02 (br, 1H, -MBoc).

tert-Butyl (3-((6-(dimethylamino)naphtalene)-2-sulfonando)propyl)carbamate
(Compound 99)

To a solution otert-butyl(3-aminopropyl)carbamate

| O H (100.0 mg, 0.6 mL) in DMF (5.0 mL), DIPEA (110
% O ﬁi\g\/\/NHBOC pl, 0.6 mmol) and dansylchloride (154 mg, 0.6
° mmol) were added under argon. The reaction

mixture was allowed to react at r.t until completsmsumption of the starting material (2h).
DMF was then removed and the crude material wa#figairover a silica gel column
(cyclohexane/ethyl acetate). Prod9& was obtained as a yellow powder in a yield of 86%
(200 mg).*H NMR (CDCl, 200 MHz)d 1.33 (s, 9H{Bu), 1.47-1.53 (m, 2H, C}), 2.87-2.98
(m, 8H, CH and 2 N-CH), 3.09 (dd,J 12.2 and 6.3 Hz, 2H, G} 4.58-4.63 (br, 1H, NH),
5.80-5.86 (br, 1H, NH), 7.17 (d,7.6 Hz, 1H, H,), 7.46-7.60 (m, 2H, K), 8.20-8.23 (m, 1H,
Har), 8.33 (d,J 8.57 Hz, 1H, H,), 8.52 (d,J 8.6 Hz, 1H, H,); **C{*H} NMR (MeOD, 50
MHz) 628.8, 31.2, 38.4, 41.4, 45.8, 80.0, 116.5, 12043, 129.2, 130.2, 130.9, 131.2,
131.2,136.9, 153.2.

N-(3-aminopropyl)-6-(dimethylamino)naphtalene-2-sulonamide (Compound 100)

To a solution of compoun@9 (1.9 g, 4.7 mmol) in
| O H DCM (25.0 mL), TFA (4.0 mL, excess) was add&be
N S/N\/\/NHZ
O 6\\0 reaction mixture was allowed to react at r.t until

complete consumption of the starting material (4tme

solvent was then removed and crude material wasagt in DCM/NaHC@ The product
was obtained as a pure yellow powder (1.1 g, 78%NMR (MeOD, 200 MHz)5 1.70-1.84
(m, 2H, CH), 2.87-2.95 (m, 10H, 2CHand 2CH), 7.27 (dJ 7.5 Hz, 1H, H,), 7.54-7.63 (m,
2H, Hay), 8.20 (ddJ 7.3 and 1.0 Hz, 1H, k), 8.32 (d,J 8.6 Hz, 1H, H,), 8.57 (d,J 8.6 Hz,

1H, Ha); C{*H} NMR (MeOD, 50 MHz)5 29.4, 38.4, 40.9, 45.8, 49.0, 116.5, 120.3, 124.4,
129.3, 130.3, 130.9, 131.3, 131.4, 136.6, 153.3.

4-(Azidomethyl)benzoic acid(compound 101)
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The title compound was obtained according to theers
\[(©/\N3 procedureA, starting from 4-(bromomethyl)benzoic acid (6.0 g,
"o 28.0 mmol) as a white powder in a yield of 56% (§)8'H NMR
° (MeOD, 200 MHz)34.45 (s, 2H), 7.42-7.46 (m, 2H,,H, 8.01-
8.05 (m, 2H, H,); *C{*H} NMR (MeOD, 50 MHz)555.1, 129.2, 131.2, 131.8, 142.4, 169.5.

4-(Azidomethyl)-N-(3-((6-(dimethylamino)naphthalene)-2-

sulfonamido)propyl)benzamide(Compound 102)

To a solution of 4-(azidomethyl)benzoic

OﬂNs acid (480 mg, 2.7 mmol) in DMF (20.0 mL)
| O H were added successively HOBt (540 mg, 4.0
N _~_NH

_N
O &SI)\\O mmol), DIC (409 mg, 3.2 mmol) and DIPEA

(700 mg, 5.4 mmol). The reaction mixture
was allowed to react at r.t for 30 min to form &-pctivated ester moiety. Then, the amino
substratel00 was added. After an overnight stirring, DMF wasnoeed and the crude
material was extracted in J£/H,O. Then, it was purified over a silica gel colunpetfoleum
ether/ethyl acetate). Produt®2 was obtained as a yellow powder in a yield of 6&%0
mg). *H NMR (CDCk, 200 MHz)3 1.61-1.73 (m, 2H, Ch), 2.87 (s, 6H, 2Ck), 2.96 (ddJ
12.1 and 6.4 Hz, 2H, G 3.51 (ddJ 12.1 and 6.2 Hz, 2H, G} 4.38 (s, 2H, N-Ch), 5.85

(t, J6.5 Hz, 1H, NH), 6.76 (1) 5.8 Hz, 1H, NH), 7.17 (d] 7.6 Hz, 1H, Hansy), 7.32-7.36 (m,
2H, Ha), 7.52 (dddJ 13.3, 8.5 and 7.6 Hz, 2H,gkksy), 7.71-7.64 (m, 2H, K), 8.20 (ddJ
7.3 and 1.1 Hz, 1H, fhsy),8.33 (d,J 8.6 Hz, 1H, Hansy), 8.51 (d,J 8.6 Hz, 1H, Hansy);
¥c{’H} NMR (CDCl;, 50 MHz)29.5, 36.3, 40.0, 45.3, 54.2, 115.2, 118.8, 12827,5,
128.1, 128.4, 129.2, 129.5, 129.8, 130.4, 133.59,0,338.8, 151.9, 167.4.

Ethyl 1-(4-((3-((6-(dimethylamino)naphthalene)-2-
sulfonamido)propyl)carbamoyl)benzyl)-5-(3-ethoxy-3exoprop-1-yn-1-yl)-1H-1,2,3-
triazole-4-carboxylate(Compound 104)

The title compound was obtained

—N according to the general procedure
-N
N H\(©AN N B, starting from compounti02 (900
NN =
3 4

mg, 1.9 mmoljs a brown foam in a

EtO,C yield of 14% (180 mg)*H NMR
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(CDCls, 200 MHz)5 1.30 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 1.50-
1.74 (m, 2H, CH), 2.82-2.92 (s, 8H, 2CG#N and CH), 3.28-3.55 (m, 2H, C}), 4.23-4.43
(m, 4H, 2QH,-CHs), 5.63 (s, 2H, CHN), 6.19 (t,J 6.1 Hz, 1H, NH), 7.09-7.12 (m, 2H, NH
and Hiansy), 7.30 (d,J 8.1 Hz, 2H, H,), 7.44 (dtJ 8.2, 8.0 and 3.3 Hz, 2H,dkhs,), 7.71 (d,J
8.0 Hz, 2H, H,), 8.13 (d,J 7.2 Hz, 1H, Hansy), 8.28 (d,J 8.6 Hz, 1H, Hansy), 8.46 (d,J 8.6
Hz, 1H, Hiansy); “C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)513.8, 13.9, 29.2, 36.3, 39.9, 45.2, 53.1,
61.8, 62.9, 68.3, 93.8, 115.1, 118.8, 121.4, .12R7.8, 128.3, 128.9, 129.6, 130.2, 134.7,
134.9, 136.2, 142.7, 151.6, 152.1, 159.0, 167.0;MBR(ESI): calcd for [M+H]
CasH370/NeS, 661.2439, found 661.2441.

tert-Butyl (3-((7-nitrobenzo|c][1,2,3]oxadiazol-4-yl)anino)propyl)carbamate (Compound
104)

To a solution otert-butyl(3-aminopropyl)carbamate (2.5

NO, g, 14.3 mmol) in Toluene (70.0 mL) under refluxsioen
BocHN/\/\H N carbonate (2.8 g, 8.6 mmol) and  4-chloro-7-
N-0

nitrobenzofurazan (2.8 g, 14.3 mmol) [in Toluenejrev

added successively. After a 3h stirring, toluenes wemoved and the crude material was
purified over a silica gel column (petroleum eth#ryl acetate). The produdiO4 was
obtained as a brown powder (2 mg, 37%). The pwityhis compound was confirmed by
proton NMR.'H NMR (CDCk, 200 MHz)3 1.46 (s, 9H}Bu), 1.92 (td,J 12.2 and 6.3 Hz,
2H, CH), 3.31 (ddJ 12.4 and 6.4 Hz, 2H, G} 3.60 (ddJ 11.3 and 5.4 Hz, 2H, G} 4.87

(t, J 6.2 Hz, 1H, NMH-CH,), 6.16 (d,J 8.7 Hz, 1H, H,), 7.54 (br, 1H, NH), 8.45 (d} 8.7 Hz,
1H, Ha).

N-(7-Nitrobenzolc][1,2,5]oxadiazol-4-yl)propane-1,3iamine (Compound 105)
To a solution of compoundio4 (1.2 g, 3.5 mmol) in DCM

NO2 I (20.0 mL) was added TFA (2.8 mL, excess) at r.teABO
HN™ "N ar min stirring, neutralization and extraction, thepuoeected
H

N-O

intermediatel05 was obtained in a quantitative yield as a

red powder. The crude was taken to the next stdpowut further purification.
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4-(Azidomethyl)-N-(3-((7-nitrobenzolc][1,2,5]oxadiazol-4-yl)amino)popyl)benzamide
(Compound 106)

mmol) in DMF (30.0 mL) were added
successively HOBt (725 mg, 5.5 mmol), DIC
(674 pul, 4.4 mmol) and DIPEA (1.2 mL, 7.3

mmol). Reaction mixture was allowed to react atart30 min to form a pre-activated ester

N N-0

| To a solution of compountiO1 (645 mg, 3.6

moiety. Then, intermediat&05 was added. After an overnight stirring, DMF wamoeed
and the crude material was extracted in ethyl éeftater then purified over a silica gel
column (cyclohexane/ethyl acetate). The prodidfi was obtained as a yellow powder (650
mg, 45%). The purity of this compound was confirnbgdproton NMR.*H NMR (DMSO-cf,
200 MHz) 4 1.89-2.02 (m, 2H, C§), 3.33-3.44 (m, 2H, C}), 3.52-3.65 (m, 2H, C}), 4.52
(s, 2H, CH-N3), 6.42 (d,J 9.0 Hz, 1H, H,), 7.45 (d,J 8.2 Hz, 2H, H,), 7.85 (d,J 8.2 Hz,
2H, Ha), 8.50 (d,J 9.0 Hz, 1H, H,), 8.58 (t,J 5.7 Hz, 1H, NH-CH,), 9.77-9.25 (m, 1H, NH-
CO).

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-((3-((+hitrobenzolc][1,2,5]oxadiazol-4-
yl)amino)propyl)carbamoyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylatg Compound 107)

The title compound was obtained
o NO2 according to the general procedure
N:,\\, \Q)LNMN/E;QN B starting from compoundl06
EtO2CTX N H  N-o (600 mg, 1.5 mmol) as an orange
7 powder in a yield of 8% (70 mg).
£10,C 'H NMR (DMSO-d, 500 MHz)
1.27 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHy),
1.31 (t,J 7.1 Hz, 3H, CHCH3), 1.94 (p,J 6.8 Hz, 2H, ChHyopy), 3.36-3.40 (m, 2H,
CHapropy), 3.50-3.57 (M, 2H, Chiopy), 4.29 (q,J 7.1 Hz, 2H, G,-CHs), 4.34 (9,J 7.2 Hz,
2H, CH2-CHs), 5.84 (s, 2H, CHN), 6.41 (d,J 8.9 Hz, 1H, H,), 7.39 (d,J 8.2 Hz, 2H, H),
7.83 (d,J 8.2 Hz, 2H, H,), 8.50 (d,J 8.7 Hz, 1H, H,), 8.56 (t,J 5.6 Hz, 1H, NH), 9.50 (s,
1H, NH); **c{*H} NMR (CDCls, 125 MHz)5 15.0, 15.0, 28.7, 38.0, 42.4, 53.2, 62.1, 63.6,

99.9, 122.2, 128.7, 128.9, 129.3, 137.6, 138.5,5142.5, 159.0, 166.7, ; HRMS (EBI
calcd for [M+H] Cy7Ho70gNg, 591.1946, found 591.1949
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N-(3-Aminopropyl)-5-(2-oxo-hexahydro-H-thieno[3,4-d]-  imidazol-4-yl)pentanamide
(Synthon 1)

O O 0O
HNJ< //<
H NH HHN NH HHN NH
oy, — I oo I,
Sl S ST
WOH /\/\H/O\}Nﬁ /\/\H/N\/\/NHBOC
O

(6] (0]
113 o) 114
6]
HHN NH
S
s—", . _
/\/\H/N\/\/NH3TFA

Synthon (1) O

To a solution of biotin (300 mg, 1.2 mmol) aNehydroxysuccinimide (153 mg, 1.3 mmol) in
DMF (15.0 mL) was added DIC (230 pL, 1.4 mmol). Thixture was stirred for 18 h at r.t.
After evaporation under pressure, the resultinglues(white solid) was washed several times
with MeOH (4.0 mL). Then, the solvent was removedier vacuum giving compouridl3
without further purification (220 mg, 83%3°

To a solution oN-hydroxysuccimido biotinX13) (112 mg, 0.3 mmol) in DMF (5.0 mL) were
addedtert-butyl(3-aminopropyl)carbamai®8) (69 mg, 0.4 mmol) and DIPEA (114 pL, 0.6
mmol). The mixture was allowed to react overnight.a Then it was concentrated under
vaccum and purified over a silica gel column (eduteith DCM/MeOH: 10/0 to 8.5/1.5)
giving productl 14 without further purification (104 mg, 87%).

To a solution of intermediatél4 (104 mg, 0.26 mmol) in DCM (2.0 mL) was added TFA
(2.0 mL, excess). Mixture was stirred for 1h at Then, it was concentrated under vacuum
giving synthon (1) as a TFA salt adduct (orange oil) in a quantiatield and taken to the
next step without further purificatio*

2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl 4-(azidomethyl)benzoate(Compound 114)
Compound 101 (235 mg, 1.33 mmol) was dissolved in

o N3 anhydrous DMF (5.0 ml)N-hydroxysuccinimide (230 mg,
&0 2.0 mmol), DIPEA (520 pL, 3.0 mmol) and DIC (232,1L5

o mmol) were added successively, and the mixture stia®d
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at room temperature for 15 min and monitored by Teglohexane/ethyl acetate: 6/4). After
completion, the solvent was evaporated and theecpudduct was purified to give product
114 (310 mg, 88%) as a white solid with spectroscalaita in accordance with the literature
125 14 NMR (CDCk, 200 MH2) 8 4.47 (s, 2H, N-Ch), 7.47 (d,J 8.0 Hz, 2H, H,), 8.15 (d,J
8.0 Hz, 2H, H,), 2.92 (s, 4H, 2CH.

Ethyl 1-(4-(((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)carbonyl)benzyl)-5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-
1-yl)-1H-1,2,3-triazole-4-carboxylate(Synthon 2)

The title compound was obtained from compoaid

o N/N\‘N (290 mg, 1.0 mmol) according to the general
&O%COZEt procedureB as a white powder in a yield of 8% (36
O  EtO,C mg). *H NMR (CDCk, 200 MH2) 51.35 (t,J 7.1 Hz,
3H, CH-CH3), 1.41 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 2.90
(s, 4H, 2CH), 4.33 (q,J 7.3 Hz, G,-CHs), 4.44 (q,J 7.3 Hz, G1,-CHs), 5.74 (s, 2H, N-
CH,), 7.48 (dJ 8.2 Hz, Hy), 8.10 (d,J 8.2 Hz, Hy); “*C{*H} NMR (CDCls, 50 MHz)3 14.1,
14.2, 25.8, 53.2, 62.1, 63.2, 68.4, 94.2, 121.8,0,2128.8, 131.5, 140.0, 143.2, 152.3, 159.2,
161.3, 169.2; MS (ES) m/z= 469.0 [M+H].

Ethyl 5-(3-ethoxy-3-oxoprop-1-yn-1-yl)-1-(4-((3-(5{3aS,4S,6aR)-2-oxohexahydro-1H-
thieno[3,4-d]imidazol-4-yl)pentanamido)propyl)carbamoyl)benzyl)-1H-1,2,3-triazole-4-
carboxylate (compound115)

To a solution okynthon (1)
J(() (31 mg, 0.07 mmol) in DMF
H N: N (3.0 mL) were addesgynthon
H\/\/HT(EDA N (2) (27 mg, 0.07 mmol) and
#/  co.et | DIPEA (34 uL, 0.19 mmol).

o)
EtO,C )
The mixture was allowed to

react for 24h at r.t. After evaporation under vanugrude residue was purified over a silica
gel column (DCM/MeOH: 10.0 to 8/2). This productsmarepared as a proof of concept. Its

mass was in accordance with the expected valueglB%%) m/z= 672.3 [M+BO+H]".

Ethyl (R,E)-5-(6-(methoxycarbonyl)-2,2-dimethyl-4,1-dioxo-3,12-dioxa-8-thia-5-
azatetradec-9-en-9-yl)-1-(4-nitrobenzyl)-H-1,2,3-triazole-4-carboxylate(compound 116-
a)
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To a solution of compound 79 (230 mg, 0.6 mmol) in
O2N acetonitrile (5.0 mL) was added-(tert-Butoxycarbonyl)-L-
cysteine methyl ester (145 mg, 0.6 mmol). The m&twas
N,N\\N allowed to react at r.t. until complete consumptiointhe
Etozc>=ﬂCOZEt starting material (10h). The solvent was then resdounder
H 5 o vacuum and the crude material was purified oveitieaggyel
column (cyclohexane/ethyl acetate: 9/1 to 4/6)ggvproduct
PoHM M 1 116/in a yield of 40 % (140 mg) NMR (CDCh, 200 MHz)

5 1.10 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CHs), 1.36 (t,J 7.1 Hz, 3H, CH-CH3), 1.42 (s, 9H{Bu), 3.07
(dd,J 14.2 and 6.0 Hz, 1H, S-GH 3.23 (ddJ 14.2 and 5.6 Hz, 1H, S-GH 3.74 (s, 3H, O-
CHs), 4.04 (qJ 7.1 Hz, 2H, ®,-CHs), 4.30-4.48 (m, 3H, B,-CHzand N-CH), 5.32 (dJ 8.0

Hz, 1H, NH), 5.70 (s, 2H, N-C}, 6.61 (s, 1H, ki), 7.40-7.44 (m, 2H, k), 8.18-8.22 (m,
2H, Ha); *C{*H} NMR (CDCl;, 50 MHz) 513.6, 14.1, 28.2, 34.5, 51.4, 52.4, 52.9, 61.3,
62.3, 80.6, 116.8, 124.1, 128.5, 136.7, 137.0,3,3911.1, 147.9, 155.0, 160.6, 162.6, 170.6.

4-((4-Acetyl-5-(3-oxobut-1-yn-1-yl)-H-1,2,3-triazol-1-yl)methyl)benzonitrile
(Compound 117)

The title compound was obtained according to theegsd
procedureB starting from75 (1.8 g, 11.4 mmol), as a yellow
solid in a yield of 3% (90 mg)*H NMR (CDCk, 200
MHz) 6 2.48 (s, 3H, Ch), 2.68 (s, 3H, Ch), 5.67 (s, 2H, Ch),
7.43-7.47 (m, 2H, W), 7.64-7.69 (m, 2H, K); “C{*H} NMR
(DMSO-d?, 50 MHz) 527.4, 32.4, 52.6, 72.0, 99.5, 113.2, 117.9, 1182B.0, 132.9, 137.9,
149.4, 182.9, 191.1; HRMS (E%I calcd for [M+H] CieH130.N4 293.1033, found
293.1034
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Annexes

Caractérisation des produits décrits au niveau deal conclusion du Chapitre 2

methyl (E)-6-(ethyl(isopropyl)amino)-6-oxohex-4-er2-ynoate

PR PN
/Q;

'H NMR (CDCk, 200 MH2)  1.07 (t,J 7.2 Hz, 3H, Ch-
CHs), 1.12 (s, 3H, Chisop, 1.15 (S, 3H, Chisop, 3.06 (q.J
7.2 Hz, 2H, ®&1,-CHs), 3.45 (m, 1H, Hop), 3.57 (s, 3H, O-

MeO,C
CHg), 4.49 (d,J 13.1 Hz, 1H, Kiny), 7.44 (d,J 13.1 Hz, 1H,
Hvinyl)-
U )))) L))
o]
/\)‘\ /I\
= N
MeiC” )
|
|
I | I
J H | |U Ti;l
| i N W AR

[ | O I R I [T T 1 1 L
9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0
ppm (t1)

Ethyl (E)-6-(ethyl(isopropyl)amino)-6-oxohex-4-en-2Z/noate

A
/Q;

Hz, 1H, Hiny), 7.32 (d,J = 13.1 Hz, 1H, Kiny).

EtO,C

'H NMR (CDCk, 200 MH2) 8 0.95 (t,J 7.2 Hz, 3H, CH-
CHz), 1.00 (s, 3H, Chiop, 1.02-1.10 (m, 6H, CHCH3 and
CHaisop), 2.95 (qJ 7.2 Hz, 2H, G1,-CHg), 3.23-3.44 (m,
1H, Hsop), 3.92 (9 7.1 Hz, 2H, G1,-CHy), 4.37 (dJ 13.1
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Publications

Durant ces années passées au sein de I'équipecutedéioactives” (stages de Master 1 et 2
et these), j'ai eu la chance de patrticiper a diffiés projets de recherche.

v' Projet de Master 1 Synthése et évaluation biologique de nouveaurposés anti-

mélanome, en collaboration avec I'équipe du Dr.pSaéie ROCCHI INSERM,
Hopital I'Archet, Nice.
v' Projet de Master 2 Conception et Synthése d’Inhibiteurs des Mépmbitéases

Gélatinolytiques en collaboration, avec OriBaseRizaMontpellier IRD, Faculté de
Pharmacie-Université Montplellier 1.

v' Projet de thése Synthése et étude de nouveaux analogues deddésicee pour

circonvenir les résistances dans les hémopathidgmas, en collaboration avec
I'équipe du Dr. Patrick Auberger INSERM, HopitalAfchet, Nice et CleveXel
Pharma.
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Ces différents travaux ont donné lieu a deux pahbos :
v' Compounds Triggering ER Stress Exert Anti-MelanomaEffects and Overcome
BRAF Inhibitor Resistance (Cancer Cell 29, 1-15, June 13, 2016,
doi:10.1016/j.ccell.2016.04.01.3

v Efficient and selective azidation of per©-acetylated sugars using ultrasound
activation: application to the one-pot synthesis ot,2,3-triazole glycosidegNew J.
Chem, 201539, 5437-5444doi: 10.1039/C5NJ00624D
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