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Hold fast

Devise du clan MacLeod




La vie, c’est comme une bicyclette,

il faut avancer pour ne pas perdre I’équilibre.

Albert Einstein
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Résumé

Les douleurs neuropathiques désignent une hypersensibilité du systéme nerveux central sensoriel.
C'est une maladie chronique et handicapante qui touche environ 6% de la population frangaise.
Cependant, a I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement spécifique et efficace. Dans le cadre de
cette these, nous avons utilisé deux stratégies différentes afin de développer des outils
pharmacologiques originaux pour traiter ces douleurs : une approche phénotypique autour de deux
inhibiteurs de la surproduction de TNFa (un dérivé de 2-aminopyrimidine et un dérivé de pyridin-2-yl
guanidine) et une approche moléculaire autour du MY 5445 (un inhibiteur de PDE5 dérivé de
phtalazine). En particulier, notre travail s’est basé sur la conception, la synthese et I'étude des
relations structure-activité autour de ces différents hits et nous avons obtenu des composés efficaces
par voie i.p. ou per-os sur un modele murin de douleurs neuropathiques.

En paralléle de ce travail de pharmacologie, nous avons développé différents systémes catalytiques
(Pd, Cu) en milieu micellaire afin de former des liaisons C-N a température quasi-ambiante.

Mots-clés : douleur neuropathique, cytokine pro-inflammatoire TNFa, enzyme PDES, kinase MSK1,
relations structure-activité, approche phénotypique, approche moléculaire, hétérocycles, chimie
verte, réactions métallocatalysées.

Abstract

Neuropathic pains correspond to a central sensory nervous system hypersensitivity. It is a chronic
and disabling disease, which touch around 6% of the French population. Nowadays, there is no
specific and efficient treatment. In my PhD project, we used two different strategies in order to
develop innovative pharmacological tools to treat those pains: a phenotypic approach around two
TNFa overproduction inhibitor (a 2-aminopyrimidine derivative and a pyridin-2-yl guanidine
derivative) and a molecular approach around MY 5445 (a phthalazine PDES5 inhibitor). Our work was
based on the design, synthesis and structure-activity relationship study around various hits and we
obtained compounds i.p. and orally effective on a murin neuropathic pain model.

In parallel to this pharmacological work, we developed different catalytic systems (Pd, Cu) under
micellar conditions to form C-N bonds at almost room temperature.

Keywords : neuropathic pain, pro-inflammatory cytokine TNFa, PDE5 enzyme, MSK1 kinase,
structure-activity relationship, phenotypic approach, molecular approach, heterocycles, green
chemistry, metalocatalyzed reactions.
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°C
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cBRIDP
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ESI

Et
Et,O
EtOAc
EtOH
FDA

g
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h
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Acétylacétonate
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Adénosine Monophosphate cyclique

Aryle

Lavage bronchoalvéolaire

Big MAP Kinase 1, également appelé ERKS
9-Borabicyclo[3.3.1]nonane
2,2’-Bis(diphénylphosphino)-1,1’-binaphthyle
5-(Di-tert-butylphosphino)-1’,3’,5’-triphényl-1’H-[1,4’]bipyrazole
Benzyle
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tert-Butyle
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N-(3-Diméthylaminopropyl)-N’-éthylcarbodiimide hydrochlorure
Agence européenne des médicaments
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Extracellular signal-regulated kinase, aussi appelé p42/44 MAPK
Electrospray

Ethyle

Ether diéthylique

Ethyle acetate

Ethanol

Food and Drug Administration

Gramme(s)

Guanylate cyclase soluble

Groupement Electro-Attracteur

Guanosine Monophosphate cyclique

Heure(s)

Hétérocycle
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KDS Kinase Docking Site
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LC-MS HPLC couplée a un spectromeétre de masse
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LPS Lipopolysaccharides

Lym Lymphocytes
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mins Minutes
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%mol Pourcentage molaire

MorDalPhos Di(1-adamantyl)-2-morpholinophénylphosphine
mp Melting point

MSK1 Mitogen- and stress-activated protein kinase-1
pw Microondes

NaAsc Ascorbate de sodium

NBS N-Bromosuccinimide

nd Non déterminé

NEt; Triéthylamine

Neu Neutrophiles

NF-kB Nuclear Factor-Kappa B

NIS N-lodosuccinimide

NLS Nuclear Localization Signal

NMP N-Méthyl-2-pyrrolidone

NMR Nuclear Magnetic Resonance

NO Monoxyde d’azote

NOS NO synthases

Np Nanoparticule
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ns Non significatif

OTf Trifluorométhanesulfonate

OVA Ovalbumine

PCBIS Plateforme de Chimie Biologique Intégrative (UMS 3286, Strasbourg)
PDE Phosphodiesterase

cPen Cyclopentyle

Ph Phényle

pH Potentiel hydrogene

PK Protéine kinase

PKG Protéine kinase dépendante du niveau de GMPc
ppm Partie par million

psi Pounds per square inch

q Quadruplet

quant. Quantitatif

quin. Quintuplet

SNAr Substitution nucléophile aromatique

S-Phos 2-Dicyclohéxylphosphino-2’,6’-diméthoxybiphényle
Rdt Rendement

RMN Résonance Magnétique Nucléaire

RSA Relation Structure-Activité

rt/ta Température ambiante (25°C)

s Singulet

SAPK Stress activated protein kinase

sept. Septuplet

Ser Sérine

Sex. Sextuplet

t Triplet

TACE TNF convertase enzyme (ADAM-17)

TBAB Bromude de tétrabutylammonium

TFA Acide trifluoroacétique

THF Tetrahydrofurane

Thr Thréonine

TLC Thin Layer Chromatography

TLR4 Toll-Like Receptor 4

TNFa Facteur de nécrose tumorale a (Tumor Necrosis Factor-alpha)
TNF-Is Récepteur soluble 1 du TNF

TNF-Ils Récepteur soluble 2 du TNF

TNFm TNF membranaire

TNF-R1 Récepteur membranaire 1 du TNF

TNF-R2 Récepteur membranaire 2 du TNF

TNFs TNF soluble

Tol Toluene

TPGS D-a-Tocopherol polyethylene glycol succinimate
Tyr Tyrosine

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

XantPhos 4,5-Bis(diphénylphosphino)-9,9-diméthylxanthene
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Avant-propos : Objectifs et stratégies de mon projet de recherche

Les douleurs neuropathiques se caractérisent par des sensations douloureuses chroniques que les
patients décrivent souvent ressemblant a une brdlure, un picotement ou une décharge électrique. De
nombreuses pathologies peuvent provoquer ces douleurs neuropathiques, notamment le diabeéte,
une infection (zona), le cancer et le sida. Elles ont une prévalence d’environ 6% de la population
francaise. A I'heure actuelle, les médecins disposent de tres peu d’options thérapeutiques pour
soulager ces douleurs qui présentent la particularité de répondre peu ou pas aux antalgiques usuels.
De plus les traitements pharmacologiques actuels sont trés fréquemment associés a des effets
secondaires génants. Il existe ainsi un besoin important de nouveaux traitements efficaces, ne
causant que peu ou pas d’effets secondaires, et n’interagissant pas avec d’autres médicaments.

Le nombre de patients douloureux est en croissance constante de par le fait de la population
vieillissante et de par I'augmentation de I'incidence du diabéte de type 2 et du cancer. La douleur
dans sa phase aigué est une information concernant I'existence d’un dysfonctionnement associé a
une pathologie chez le patient. Lorsque la maladie entre dans une phase chronique, le message
douloureux perd sa pertinence et mérite d’étre interrompu.

Les traitements actuels font appel soit a des antidépresseurs, soit des anticonvulsivants,
médicaments développés en premiére intention pour d’autres pathologies. Ces traitements ne sont
que partiellement efficaces, présentent des effets secondaires et ne soulagent au final qu’un patient
sur trois. De nouvelles thérapies sont donc nécessaires dans ce domaine de maniere générale, mais
aussi dans le cas de maladies négligées et maladies rares.

Notre équipe de pharmacochimie s’est fortement engagée dans ce domaine de recherche et de
développement. Cet engagement s’appuie sur plusieurs points :

1. Jean-Jacques Bourguignon et son équipe développent actuellement un antagoniste des
récepteurs du neuropeptide FF, pour bloquer I’hyperalgésie induite par administration prolongée
d’analgésiques morphiniques. Ainsi la suppression de la tolérance a la morphine permettrait une
utilisation au long cours de la morphine pour le traitement des douleurs chroniques (cancer...) ou
aigués (douleur post-opératoire).

2. Nous avons suivi une belle opportunité, celle d’avoir proche de nous le Dr. Michel Barrot
(Strasbourg), un biologiste expert de la douleur neuropathique. Son laboratoire constitue un
« one-stop shopping » permettant d’accéder aux études in vitro et surtout in vivo. Il s’agit du
modele de la douleur neuropathique périphérique chez la souris obtenu par lésion du nerf
sciatique, compression par manchon et test de Von Frey (allodynie mécanique). Ce modele,
validé avec les médicaments actuels disponibles (amitriptyline, duloxetine, réboxétine,
gabapentine, prégabaline, carbamazépine) constitue un point fort de ce projet du fait de son
caractére tres prédictif (espoir de retrouver un méme effet bénéfique chez le patient) sur un
modele pertinent et assez facile a mettre en ceuvre.

3. Nous pouvons appliquer dans le cadre de ce travail deux stratégies pharmacochimiques tres
différentes. La premiere, plus traditionnelle, s’appuie sur une hypothese moléculaire solide, plus
précisément la connaissance de la protéine cible mise en jeu (récepteur, enzyme,
transporteur...). Cette approche («single target hypothesis ») permet en particulier de

développer des outils pharmacologiques spécifiques, mais aussi des molécules d’intérét
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thérapeutique, si la molécule confirme son efficacité in vivo (modéle de douleur neuropatique
chez la souris, i.p. ou per os a 1 et 5 mg/kg). La deuxiéme est une approche cellulaire qui repose
sur un test de phénotypage pertinent et validé par rapport a I'axe thérapeutique choisi.
L'utilisation de modeéles cellulaires pour le développement de médicaments fait I'objet
aujourd’hui de discussions intéressantes dans la littérature (Figure 1)." Elle met en concurrence
les deux stratégies, soit une approche moléculaire (« target-based assay »), soit cellulaire (« cell-
based assay ») en terme de cinétique de développement d’un candidat médicament. Il est clair
que la deuxieme approche basée sur un modele biologique plus intégré (la cellule) est une porte
d’acces plus rapide vers la clinique, a condition d’avoir a disposition un modeéle animal
doublement pertinent. Il doit étre corrélé avec le test cellulaire, c’est-a-dire que le test cellulaire
doit permettre de recruter des molécules qui se réveleront efficaces in vivo. Ainsi une molécule
active par voie orale, efficace et non toxique dans un essai cellulaire utilisant des cellules
humaines, possédant de bonnes propriétés pharmacologiques et pharmacocinétiques peut
entrer en phase clinique sans la connaissance de la protéine cible « princeps » impliquée dans le

processus observé.
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Figure 1. Evolution de la stratégie de développement d'un hit.!

La nouvelle stratégie met en avant I'importance critique de la sélection d’'un premier modele de test
chez I'animal, qui doit étre validé en terme de pertinence a décrire une pathologie chez 'homme. En
particulier il doit étre validé avec les quelques médicaments, s’ils existent, connus pour traiter plus
ou moins efficacement le patient. Ainsi nous pouvons envisager une stratégie de développement
assez rapide pour a) recruter par un criblage cellulaire un hit a valider sur un test in vivo (hit -> lead) ;
b) préparer un nombre limité de composés structuralement apparentés au lead pour appréhender
les éléments structuraux associés a I'activité cellulaire (et validé in vivo).
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Lorsqu’un lead optimisé peut étre avancé comme un candidat pré-clinique, il peut servir comme
« hamecgon chimique » pour pécher une ou plusieurs protéine(s) cible(s) impliquée(s) dans I'activité
du composé selectionné.

En effet, il est maintenant bien établi par de nombreux exemples que I'approche classique (« single
target hypothesis ») ne tient pas compte de la plasticité du vivant, et qu’il est souvent plus efficace
de viser non pas une cible mais plusieurs cibles pour rendre une molécule plus efficace in vivo
(« pluriaction drug »).

Le projet que nous présentons ici s’inscrit dans le cadre de cette derniére stratégie.
l. Approche moléculaire avec des protéines cibles validées

Un certain nombre de protéines cibles a été validé (ou est suspecté aujourd’hui). Il peut s’agir de
transporteurs, d’amines biogénes (noradrénaline), de récepteurs RCPG'5 comme R-a2
noradrénergiques, de récepteurs nicotiniques, de récepteurs canaux, d’enzymes (cyclooxygénases,
phosphodiestérases) ou de systémes plus complexes récemment découverts (protéine charperonne
01 par exemple).

1.1. Antagonistes des récepteurs NPFF1

Compte tenu des savoir-faire au sein de notre équipe, nous avions choisi comme protéines cibles
spécifiques des cibles bien connues au laboratoire et qui montraient une certaine pertinence par
rapport a I'effet pharmacologique. Dans le domaine des RCPG, les antagonistes des récepteurs du
NPFF1 avaient clairement montré un effet bénéfique dans le cadre d’un co-traitement avec un
analgésique opiacé (morphine, fentanyl) permettant d’envisager une utilisation de ces analgésiques
pour des traitements chroniques ou prolongés de la douleur. Nous avons émis I’hypothése que les
antagonistes NPFF1 pouvaient avoir un effet propre sur le modele de douleur neuropathique. Les 4
molécules antagonistes NPFF1 de structures chimiques trés différentes n’ont pas montré d’efficacité
sur le modele souris de douleur neuropathique. La non validation de notre hypothése a conduit a
I'arrét immédiat de ce projet.

2.1.Inhibiteurs de phosphodiestérases (PDE)

Dans I'axe pharmacologique que nous visons, on trouve dans la littérature des inhibiteurs de PDE qui
se sont avérés positifs in vivo sur les modeles murins de douleur neuropathique : il s’agit des
inhibiteurs des PDE4 (iPDE4) et PDES5 (iPDE5), qui bloguent respectivement la dégradation de 'AMP
cyclique (PDE4) et du GMP cyclique (PDE5). Michel Barrot a pu valider ces hypotheses dans sa propre
équipe a l'aide d’iPDE de référence plus ou moins sélectifs et de nouveaux composés (nouvelles
entités chimiques synthétisées ces derniéres années dans notre équipe).

Cependant, les iPDE4 souffrent d’effets secondaires indésirables, en particulier un effet émétique,
qui a eu pour conséquence |'absence de développement thérapeutique dans différents domaines
cardio-vasculaire, inflammatoire et traitement de la douleur neuropathique. Tout projet basé sur
I'utilisation d’iPDE4, en particulier pour le traitement de la douleur neuropathique a été abandonné.

Par contre, la PDES reste aujourd’hui une cible pertinente pour nos objectifs visés. On peut rappeler
tres brievement que le sildénafil (Viagra®), un inhibiteur de PDE5 puissant et sélectif, développé par
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les laboratoires Pfizer pour le traitement de I'impuissance érectile masculine, a montré une tres belle
efficacité in vivo sur le modele murin de douleur neuropathique (validé par M. Barrot). Des résultats
similaires sont obtenus avec la zardaverine et nos propres composés iPDE5 (dérivés de MY 5445,
Chapitre 3).

Il. Approche cellulaire : recherche d’inhibiteurs de cytokines pro-inflammatoires (TNFa,

IL1B)

L'effet pharmacologique bien documenté des iPDE4, en particulier au niveau des monocytes
humains, est d’inhiber la surproduction de cytokines pro-inflammatoires (TNFa et IL1B), lorsque ces
cellules sont exposées aux lipopolysaccharides (LPS). Toutes les données disponibles supportent
clairement I'hypothése que l'inhibition de la production de TNFa est importante pour I'effet
thérapeutique recherché. En effet, des traitements anti-TNFa bien établis tels que I'etanercept
(Enbret®) ou l'infliximab (Remicade®) peuvent supprimer I'allodynie neuropathique dans un modeéle
préclinique. De plus des reports de cas cliniques chez des patients neuropathiques soutiennent aussi
une action thérapeutique bénéfique de ces 2 composés anti-TNFa.”™®

Notre hypothese de travail était de mimer cet effet bloquant de production de TNFa observé avec les
anticorps anti-TNFa : des données indiquent que le TNFa est une cible pertinente pour le traitement
de la douleur neuropathique par des petites molécules issues d’un criblage cellulaire.

En d’autres termes, avec des inhibiteurs de production de TNFa, nous pourrions mimer, au moins
partiellement, les effets bénéfiques des iPDE4, sans en avoir les effets émétiques (mécanismes et
cibles différentes). C'est pourquoi, une partie importante de mes travaux de chimie médicinale ont
porté sur I'étude de hits inhibiteurs du TNFa issus d’un criblage cellulaire de notre chimiotheque
(Chapitre 1 et Chapitre 2).

Les cytokines dont le TNFa, I'IlL1B mais aussi I'lL6, et l'interféron sont parmi les plus connues
constituant les messagers de la communication entre les cellules du systéeme immunitaire. Nos
centres d’intérét se portent en avant de ces événements moléculaires, en se focalisant sur les
processus moléculaires agissant sur la production et libération du TNFa a I'extérieur de la cellule sous
I'action d’une protéase spécifique : la TACE (TNFa converting enzyme). En fait, le TNFa est produit
dans le noyau de la cellule. Le facteur NF-kB joue un réle crucial dans I'activation des facteurs de
transcription. L’activation du NF-kB est modulé par un certain nombre de protéines kinases (IKK’s,
PKC, GSKs, MSK1...). Ces protéines kinases sont elles-mémes régulées en amont par d’autres
protéines kinases jusqu’aux événements a l'origine de cette activation de cytokines pro-
inflammatoires (action du LPS sur le TLR4, Toll-like receptor).

Lorsqu’un test phénotypique est utilisé par un criblage, on peut connaitre une partie du mécanisme
d’action a l'origine d’un parameétre mesurable (modulation de la production de cytokines) sans
connaitre les protéines cibles mises en jeu. Par exemple, les données de la littérature mettent
clairement en avant I'activation du complexe NF-kB.

Nous présenterons a la fin du Chapitre 2 nos tentatives d’identification de protéines cibles,
essentiellement protéines kinases, comme cibles putatives de notre lead inhibiteur de TNFa.
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De maniere opportuniste, nous avons pu bénéficier des résultats d’un criblage d’une petite
chimiotheque pour la recherche d’inhibiteurs de MSK1. Nous nous sommes intéressés a ce projet en
paralléle pour 2 raisons :

1) MSK1 est I'une des protéines kinases (PK) les plus en aval dans la régulation du systéme qui
nous intéresse tout particulierement, le NF-kB

2) Un hit identifié dans le criblage est structuralement trés proche du hit issu du criblage
phénotypique (modulation du TNFa sous I’action du LPS). Les méthodologies chimiques étant
communes aux 2 séries, il nous a semblé opportun de débroussailler les 2 sous-séries en
parallele. Ceci explique I'existence d’un chapitre de ma thése visant la synthése et |'analyse
RSA d’inhibiteurs de MSK1 (Chapitre 2).

Notre projet de recherche visait le développement de nouvelles approches pharmacologiques pour le
traitement des douleurs neuropathiques. Compte-tenu des connaissances acquises sur les
mécanismes d’action et/ou les protéines cibles validées ou putatives, nous aurions pu nous focaliser
sur une protéine cible unique. Nous n’aurions pas I'ambition de mener I'optimisation structurale
jusqu’a une phase avancée (lead optimisé) vers le candidat pré-clinique, mais plutdt parmi une série
de choix possibles tant stratégiques (criblage moléculaire versus criblage phénotypique (inhibiteurs
de TNFa)), que chimiques (chimie des hétérocycles azotés) et de faire une évaluation préliminaire de
chaque projet, exploré dans une phase d’optimisation rapide autour de la structure d'un hit
selectionné. Dans tous les cas, au moins un hit dans chaque projet a été validé in vivo (test de
douleur neuropathique chez la souris). Cependant, compte-tenu de la diversité des projets et des
structures des hits, il fallait montrer une certaine cohérence, ou un lieu existant entre les différents
projets, en plus d’'un axe thérapeutique commun. La Figure 2 montre qu’il existe une certaine
ressemblance structurale entre les hits de départ, car tous dérivent d’'une méme formule générique :
il s’agit d’aminoazines portant toujours un cycle aromatique. Cependant la position de ce cycle peut
varier d’'un pharmacophore a I'autre. De maniére critique, c’est la décoration portée par I'azote
exocyclique, qui va étre critique comme élément principal de chaque pharmacophore. Il s’agit i) d’un
cycle aromatique additionnel (groupement lipophile) dans les séries A, B et C; ii) d’une amidine
(cation + accepteur/donneur de liaison H dans la série D ; iii) d’'une N-benzyl piperidine (cation +
interaction hydrophobe) dans la série E.

Les méthodologies chimiques mises en jeu utilisent des 2-aminopyridines ou 2-aminopyrimidines
diversement fonctionnalisées et peuvent étre communes a plus d’un des projets présentés ici. lls ont
tous une composante inhibitrice du TNFa avec dans deux cas une protéine cible additionnelle
identifiée (PDE5, MSK1) et qui peut, ou non, étre corrélée avec I'effet anti-TNFa observé. De plus les
iPDE5 ont été validés comme approche pour la douleur neuropathique. Ainsi une molécule avec un
double profil d’action apparait pertinente a suivre. Compte-tenu de la ressemblance structurale avec
le MY 5445, nous avons pris en considération ce composé comme iPDE5 de référence, ainsi que ces
analogues structuraux pour évaluer la pertinence des hits A et B (composant anti-TNFa).

Pendant la premiére phase de réalisation de ce travail, un criblage effectué sur MSK1 avait permis
d’identifier le RF 0522 (46a) comme inhibiteur de MSK1, une protéine cible pertinente par rapport
aux objectifs visés, mais restant a valider. Il est a noter la différence de positionnement du phényl
dans les structures du RF 0522 (46a) et du RF 0913 (2a), ce qui laisse supposer la mise en jeu de
mécanismes et de protéines cibles différentes, mais avec des méthodologies chimiques tres proches.
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Figure 2. Similarités structurales des hits identifiés par criblage cellulaire pour la recherche de nouveaux inhibiteurs de
production du TNFa (a I'exception du MY 5445, connu dans la littérature comme iPDE5)

Enfin, 1b (RF 1431) a été particulierement exploré (nature du chassis moléculaire, décorations).
Cependant, la ou les protéines cibles constituaient et constituent encore aujourd’hui une source
d’investissement intellectuel et financier pour mieux comprendre le mode d’action de 1b (RF 1431),
un lead actif par voie orale sur le modeéle souris de douleur neuropathique. Le projet
pharmacochimique s’appuie sur un réseau collaboratif de qualité associant la plateforme PCBIS
(dirigée par le Dr. Pascal Villa) qui a mis au point un test phénotypique trés reproductible permettant
non seulement l'identification, mais aussi I'optimisation de hits. Elle associe aussi I'équipe du Dr.
Michel Barrot, biologiste expert autour de la douleur neuropathique.

Ces travaux s’appuient sur des méthodologies chimiques, qui s’averent efficaces aujourd’hui pour
accélérer les processus d’exploration topologique, substitutions variées (décorations) autour d’une
plateforme diversement fonctionnalisée (chassis moléculaire). Ainsi les pharmacochimistes font de
plus en plus appel aux méthodes catalysées par le palladium ou le cuivre (Suzuki, Sonogashira,
Buchwald-Hartwig, Ullmann...). Elles souffrent parfois de limitations (rendements médiocres,
températures et temps de réaction élevés, difficultés de transposer la réaction a plus grande échelle,
voire manufacture pour un projet de développement du premier kilogramme...).
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Martine Schmitt a entrepris ces dernieres années une transposition de ces réactions conduites en
général dans des solvants organiques dans des milieux aqueux en utilisant des surfactants. Ces
milieux micellaires sont souvent tres efficaces pour conduire ces réactions. Ces concepts, plus en
accord avec les principes de la chimie verte sont particulierement intéressants et efficaces. J'ai voulu
participer activement a ces problemes et questions de méthodologie chimique, sachant qu’a moyen
terme, ils seraient suffisamment compris et étudiés pour étre utilisés non seulement au laboratoire,
par exemple pour les phases rapides d’optimisation structurale de hits/leads, mais également a
I’échelle industriel.

Plan sommaire de ma theése :

Chapitre 1: Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteur de Ia
surproduction du TNFa pour le traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

Chapitre 2 : Développement de dérivés de pyridin-2-yl guanidines (RF 0913 et RF 0522) comme
inhibiteur de TNFa pour le traitement des douleurs neuropathiques et I'inflammation (approche
phénotypique et moléculaire).

Chapitre 3 : Développement de dérivés de phtalazine comme inhibiteur de PDE5 pour le traitement
des douleurs neuropathiques (approche moléculaire).

Chapitre 4 : Formation de liaisons C-N en milieu micellaire.
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Chapitre 1.  Développement de dérivés de la pyrimidine
RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour
le traitement des douleurs neuropathiques (approche

phénotypique).
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Chapitre 1. Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour le

traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

Ce projet est basé sur I'idée que les cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose
tumorale a (TNFa) sont des cibles pertinentes pour le traitement des douleurs neuropathiques. C'est
pourquoi, dans ce chapitre de thése, nous présenterons brievement les données de la littérature
autour du TNFa puis nous discuterons la démarche que nous avons suivie pour recruter de nouveaux
hits anti-TNFa ainsi que I'’étude topologique autour d’un hit sélectionné, le RF 1431 (1b), et leurs
évaluations pharmacologiques.

Les cytokines (du grec « cyto »: cellules et « kinos » : mouvement) sont des petites protéines
sécrétées par les cellules, en particulier les lymphocytes (globules blancs intervenant dans I'immunité
cellulaire) et les macrophages (cellules de défense de I'organisme chargées d’absorber des particules
étrangeres) en réponse a divers stimuli. Au niveau de la réponse immunitaire, elles permettent la
communication entre les cellules immunes et 'orientation de la réponse en fonction de la nature du
signal détecté. Elles sont une centaine et regroupées par classes suivant I’homologie de structures.
Parmi elles on trouve le TNF-q, les interleukines, les chimiokines et les interférons. Chaque cytokine
peut étre synthétisée par plusieurs types de cellules et agir sur un grand nombre de cellules cibles sur
lesquelles elle aura des actions variées.

Les cytokines peuvent étre classées en différentes catégories selon les activités biologiques qu’elles
exercent de fagon prépondérante.

Les cytokines pro-inflammatoires (en particulier les interleukines 1, 6 et 8, et les facteurs nécrosant
les tumeurs) sont des facteurs régulateurs de linflammation, de la fievre, du sommeil, de
I’'hématopoiese (formation des cellules du sang) ou de la destruction osseuse.

Les cytokines immunorégulatrices (interleukines 2, 3, 4, 5, 7,10 et 12) contrblent essentiellement la
formation des cellules du systeme immunitaire et leur activation en cellules tueuses ou productrices
d’anticorps

Les cytokines effectrices (interférons, facteurs nécrosant les tumeurs, chimiokines) assurent la
défense de I'organisme vis-a-vis des agents infectieux et des cancers

Les cytokines ont pour fonction de moduler les réactions immunitaires mais aussi de contréler les
activités du systeme neuroendocrinien. Leur sécrétion est déclenchée par le contact avec un
antigene ou par une autre cytokine. Lorsqu'une cytokine se lie a son récepteur, elle entraine, a
I'intérieur de la cellule, une cascade d'événements biochimiques (activation d'enzymes) qui
déclenche ou modifie I'activité d'une catégorie de cellules. Les cytokines suscitent ainsi un réseau
complexe de relations entre toutes les cellules impliquées dans les défenses immunitaires.

1. Le Tumor Necrosis Factor (TNF)

L'appellation TNF (tumor necrosis factor-alpha) regroupe 2 especes dénommeées : TNFa (également
appelée cachectine) et TNFB (également appelée lymphotoxine). Etant donné que le TNFB est
I'isoforme le moins actif, nous décrirons uniquement le TNFa, dont I'implication dans les maladies
inflammatoires est certaine.
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Chapitre 1. Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour le

traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).
1. 1. Historique

Découvert en 1975, le TNFa a été décrit comme une substance d’origine macrophagique capable de
provoquer la nécrose hémorragique de tumeurs solides. Il a simultanément été identifié sous le nom
de cachectine dans un modele expérimental de lapins infectés par Trypanosoma brucei. L'identité de
ces substances est apparue lors du clonage du gene, en 1985. Facteur de nécrose tumorale, a
I'origine de lésions tissulaires ou des effets hémodynamiques du choc septique, inducteur
d’apoptose, responsable de perturbations métaboliques conduisant a la cachexie, le TNF-a est une
cytokine aux actions multiples qui agit non seulement sur les mécanismes de I'immunité et de
I'inflammation, mais qui posséde aussi des effets endocriniens, centraux, cardiovasculaires,
gastrointestinaux, et métaboliques.

1. 2. Structure du TNFa

Il existe deux types de TNFa : une forme transmembranaire (TNFm) et une forme soluble (TNFs). La
protéine transmembranaire est constituée de 233 acides aminés (26 kDa) et comprend une
extrémité C-terminale externe a la cellule et un domaine cytoplasmique. Cette protéine peut étre
clivée par une métalloprotéine membranaire appelée TNF convertase enzyme (TACE, également
nommée ADAM17).”® L’action de la TACE donne ainsi naissance & une protéine soluble de 17 kDa

10 Celle-ci s’oligomérise en trimére (forme biologiquement

TNFs
(17 kDa)

contenant 157 acides aminés (Figure 3).
active) pour constituer la forme circulante du TNFa (Figure 4).

TNFm n
Milieu (26 kDa)
extracellulaire
Membrane plasmique JJJR00000 ﬂﬂﬂﬂMWWﬂﬂNﬂm@MDﬂﬂﬂﬂﬂEﬁMﬂ
z£ £.
Milieu ADAM-17

intracellulaire
Figure 3. Clivage du TNFa par la TACE (ADAM-17)"

Cette forme trimérique est décrite comme étant en forme de cone, de telle sorte que chaque
molécule est en contact avec les deux autres, la zone de contact entre les monomeres étant la
hauteur du céne. Chaque monomere correspond a deux feuillets B anti-parraleles. Le feuillet externe
est riche en résidus hydrophiles, tandis que le feuillet interne est hydrophobe et contient I'extrémité

C-terminale, qui se trouve proche de I'axe central du cdne formé par le trimere.”**

25



Chapitre 1. Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour le

traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

Figure 4. Structure tridimensionnelle du TNFa trimérique.

1. 3. Biosynthése du TNFa

Le TNFa est produit principalement par les monocytes et les macrophages, mais également par un
large spectre de types cellulaires tels que les lymphocytes T et B, les cellules lymphoides et les
cellules du tissu neuronal. La quantité de TNFa synthétisée dépend de I'état d’activation de la cellule
(notamment pour les macrophages et les lymphocytes), du type cellulaire et du stimulus impliqué.

Les monocytes représentent 2 a 10% des leucocytes (globules blancs). Ces jeunes cellules possédent
toutes les activités nécessaires a leur fonction (migratoires, chimiotactiques, phagocytaires et
sécrétoires). A terme, ils migrent dans les tissus ou ils se différencient en macrophages tissulaires

multifonctionnels (Tableau 1).

Nom Localisation
Histiocyte thymus, rate et ganglions
Cellule de Kupffer foie
Macrophage alvéolaire poumon
Macrophage plevre et péritoine
Cellule de Langerhans peau
Ostéoclaste tissu osseux
Astrocyte cerveau

Tableau 1. Localisation des macrophages cellulaires

Les monocytes et les macrophages sont des cellules phagocytaires. lls libérent des espéces réactives
de l'oxygéne, des enzymes hydrolytiques ou des protéases qui contribuent a la destruction
d’éléments étrangers. Ces cellules interviennent particulierement dans [I'amplification de
I'inflammation en libérant massivement des cytokines inflammatoires, telles que TNFa, IL1B, IL6 et

IL12.

Les facteurs induisant la néosynthése de TNFa sont principalement d’origine infectieuse, des
fragments de bactéries mortes comme les lipopolysaccharides (LPS), les virus, les globules rouges
infectés par Plasmodium falciparum) et immunologiques (TNFa lui-méme, interleukine 1,
granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), macrophage colony stimulating factor

26



Chapitre 1. Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour le
traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

(M-CSF)). D’autres mécanismes peuvent induire la synthése de TNFa comme la vitamine D, les
14-17

microcristaux, ou la radiothérapie.
L'induction de I'expression du TNFa par le LPS est trés puissante et a fait 'objet de nombreuses
études. Il a ainsi été possible d’identifier et de décrire le complexe de reconnaissance au LPS. Le
récepteur impliqué dans cette transduction de signal est le Toll-like Receptor 4 (TLR4), un membre de

1819 qui sont impliqués dans 'immunité innée. TLR4 reconnait

la grande famille des récepteurs TLRs,
le LPS de la paroi des bactéries Gram-négative et fait intervenir pour cela des protéines autres que
les TLR afin d’amplifier la réponse immunitaire. En effet le LPS vient se lier a la protéine cytosolique
LBP (LPS binding Protein) chargée d’apporter ce dernier au co-récepteur CD14. Ce complexe LPS-LBP-
CD14 (Figure 5) est reconnu par la protéine MD-2 et entraine la formation de I’homodimére TLR4. En
particulier, cette dimérisation conduit au recrutement des molécules adaptatrices: MYD88, le
domaine TIR contenant I'IFN-B induisant la protéine adaptatrice (TRIF) et la molécule adaptatrice
TRIF (TRAM). Une cascade de signalisations est initiée, ce qui conduit finalement a la dégradation du
complexe IKK, ce qui libére le facteur de transcription NF-kB. NF-kB se déplace alors dans le noyau et

commence la transcription des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL1B, et IL6).2%*
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Figure 5. Activation des voies de signalisation du complexe LPS-LBP-CD14

1. 4. Les récepteurs membranaires du TNFa

Le TNFa (membranaire et soluble) se lie de maniere spécifique a deux récepteurs membranaires
(Figure 6).% Ces deux récepteurs ont une masse moléculaire de 55 a 60 kDa et de 75 a 80 kDa, et sont
nommeés respectivement TNF-R1, également appelés p55, p60 ou CD120a; et TNF-R2, également
nommé p75, p85 ou CD120b. Ces deux récepteurs sont des glycoprotéines transmembranaires
(extrémité N-terminale extracellulaire) et leurs domaines extracellulaires présentent 28%
d’homologie.”
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TNF-R1 TNF-R2

NF-xB, JNK,
p38, ..., apoptosis

. P . . . 14
Figure 6. Liaison des formes solubles et membranaires du TNFa aux récepteurs membranaires

L'activation des TNF-R1 et R2 induit le recrutement intracellulaire de différentes protéines qui vont
activer plusieurs voies de signalisations.

1.4.1. Le TNF-R1

TNF-R1 est une protéine de 55 kDa contenant 455 acides aminés (190 résidus pour la partie extra-
cellulaire, 25 pour la partie transmembranaires et 220 pour le domaine cytoplasmique).* Ce
récepteur est exprimé a la surface de nombreuses cellules dont les monocytes et neutrophiles® ainsi
que les cellules endothéliales.”® Bien que ce récepteur soit retrouvé a la surface cellulaire, de grandes
quantités sont également retrouvées au niveau de I'appareil de Golgi.**?’

TNF-R1 est considéré comme le récepteur le plus important dans l'initiation des activités biologiques
du TNFa. Ce récepteur peut étre activé aussi bien par les formes solubles et membranaires du TNFa.
La voie de signalisation cellulaire induisant 'apoptose est liée a la présence d’un « death domain »
(DD) sur ce récepteur, ce DD est associée a un répresseur (silencer of death domain : SODD) tant que
le récepteur n’est pas activé. Il existe 3 principales protéines adaptatrices liées a ce récepteur :
Tumor necrosis factor Receptor type-1 Associated DEATH Domain (TRADD), protéine FQS associée au
domaine de la mort (FADD) et facteur 2 de recrutement du TNF (TRAF2). Celles-ci sont a la base des
voies de signalisation intracellulaires responsables des différentes activités biologiques du TNF."

14.2. Le TNF-R2

TNF-R2 est une protéine de 75 kDa contenant 461 acides aminés (240 résidus pour la partie extra-

2829 Comme

cellulaire, 27 pour la partie transmembranaires et 173 pour le domaine intracellulaire).
pour le TNF-R1, ce récepteur est retrouvé a la surface d’'un vaste panel de cellules dont les
monocytes, les cellules endothéliales, les cellules de Langershans® et les macrophages.’ Le TNF-R2
possede une affinité pour le TNFa 20 fois plus faible que le TNF-R1 et il est majoritairement activé
par la forme membranaire de cette cytokine.*” Il est donc considéré que le récepteur TNF-R1 est celui
qui induit majoritairement I'activité du TNFa.*>* Contrairement au TNF-R1, le TNF-R2 ne posséde pas

de DD mais il est capable de recruter les protéines adaptatrices TRAF1 et TRAF2.>3*
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1.5. Les récepteurs solubles du TNFa

Il existe également des formes solubles des TNF-R1 et R2, respectivement appelés TNF-Is (30 kDa) et
TNF-lls (40 kDa). Ces récepteurs solubles sont libérés par I'action de métalloprotéases (TACE,
MMP[matrix metalloproteinase]-7, MMP-14, MMP-17, ADAM-10)." Le réle physiologique des
récepteurs solubles n’est pas entierement élucidé. lls ont tout d’abord été décrits en raison de leur
capacité a entrer en compétition avec les récepteurs du TNF localisés a la surface des cellules,
inhibant ainsi les fonctions des cytokines. Il a également été montré que les TNFRs sont capables de
maintenir le TNFa a une concentration biologiquement active, en jouant le réle de réservoir de TNFa.
Ces différents mécanismes semblent dépendre du ratio TNFo/TNFR.*

1. 6. Voies de signalisation du TNFa

L’'ensemble des voies de signalisation induites par le TNFa est d’'une tres grande complexité. Dans le
cadre de cette these, nous nous limiterons aux 3 voies de signalisation majeures, qui sont: 1)
I'activation de la voie NF-kB (Nuclear Factor-Kappa B), 2) I'activation de la voie MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinases) et 3) l'activation de la voie caspase 3 conduisant a |'apoptose
cellulaire.'®3%%

Une autre voie, moins explorée, met en jeu le GMP cyclique (cGMP) via la voie du NO. Cette voie
sera discutée plus en détail dans le Chapitre 3.

1.6.1. La voie NF-kB

NF-kB est un facteur de transcription impliqué dans la régulation de nombreux composants du
systéme immunitaire.*® Il est régulé par des protéines inhibitrices, les IkBs, qui le retiennnent dans le
cytoplasme des cellules non stimulées.*

Figure 7. Voie d'activation du NF-kB par I'IL1pB et le TNFa®
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Lorsque le TNFa active le récepteur membranaire, le TNF-R1, ce récepteur va recruter de nombreux
seconds messagers. En particulier, I'action du TNFa va provoquer |'activation de TRADD (Figure 7),
qui va mener a la mobilisation du TRAF2 et de la protéine d’interaction au récepteur (RIP).***"*
TRAF2 provoque l'arrivée du complexe IKK (IkB kinase), qui est alors activé par I'activité sérine-
thréonine kinase de RIP. IKK va alors phosphoryler la sous-unité inhibitrice IKBa. Cette derniére libére
ensuite le NF-kB qui peut alors migrer vers le noyau pour aller activer son promoteur cellulaire.* Il
est a noter que l'activation du récepteur IL-1R par IL1B (interleukine 1B, une autre cytokine pro-
inflammatoire) conduit aussi a la voie d’activation du NF-kB. Le mécanisme d’action de NF-kB sera
présenté plus en détails dans le Chapitre 2.7.3.3, page 105).

1.6.2. La voie MAPK

Une seconde voie trés importante dans la signalisation intracellulaire du TNFa est la voie MAPK
(Mitogen Activated protein Kinase). Les protéines MAPK sont des sérines/thréonines kinases activées
par phosphorylation en réponse a un stimulus extracellulaire. Il existe 3 principales familles de
MAPK : ERK (récepteur kinase extracellulaire) également appelée p42/44 MAPK (extracellular signal-
regulated kinase), les INK (Jun NH,-terminal kinase) et p38 MAPK. La voie des MAPK implique de
nombreux intermédiaires qui eux aussi sont successivement activés par phosphorylation (Figure 8).
La description de ces MAPK sera réalisée plus en détail dans le Chapitre 2 (7.2.2.2 Les voies MAP
kinases, page 102).

Stmulus Growth Factors, Stress, GFCR, Struss,
' Mitogens, GPCR Infammatory Cylokines, Growth Factomn,
, l Giowth Factors Witogens, GPGR
. A-fint, ' - \
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Figure 8. Voie des MAPKs, facteur d’activation et réponse cellulaire™

Le TNFa est fortement lié a I'activation de la voie JNK (stress), modérément a la voie p38, et
faiblement a la voie ERK.'® Brievement, I'activation de TRADD (Figure 9) provoque le recrutement du
complexe TRAF2/Rac qui, par I'entremise de plusieurs protéines, méne a la phosphorylation de la
MAP kinase kinase 7 (MKK7). Cette derniere active directement JNK qui se déplace au noyau et active
les facteurs de transcription c-Jun et facteur de transcription activé 2 (ATF2).*’ Ces protéines

dimérisent pour former des facteurs de transcription communément appelés activateurs de
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protéines 1 (AP-1). Les protéines AP-1 ont un rdole important dans de nombreux processus cellulaires

comme la prolifération, la différenciation et I'induction, ou la prévention de I'apoptose.™**

1.6.3. La voie caspase 3

L’activation de TNF-R1 meéne parfois a 'apoptose.*” Par contre, cette voie joue un réle mineur dans la
myriade d’actions pro-inflammatoires du TNFa. De plus, 'activation de la voie NF-kB a un role
inhibiteur dans I'activité pro-apoptotique du TNFa. Brievement, le facteur associé au récepteur du
TNF (TRAF) recrute la protéine FAS associée au domaine de la mort (FADD) qui active la caspase 8
(Figure 9). L'accumulation d’une quantité suffisante de caspase 8 entraine le recrutement d’autres

caspases, incluant la caspase 3, puis a I'apoptose cellulaire.'®*’
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Figure 9. Voies de signalisation du TNFa®®

1. 7. TNFa et réponse inflammatoire

Le TNFa joue un réle central dans le développement de I'inflammation. En particulier, le TNFa exerce
une action apoptotique directe sur les cellules infectées. Il stimule aussi I'activité cytotoxique des
31



Chapitre 1. Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour le

traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

macrophages. En méme temps, il induit la libération de molécules cytotoxiques de la défense
immédiate (radicaux libres, monoxyde d’azote [NO]) par les neutrophiles, les cellules endothéliales et
les fibroblastes. Ces médiateurs sont susceptibles de moduler par exemple les phénoménes
primaires de I'inflammation comme la vasodilatation, la perméabilité, le chimiotactisme et favorisent
les mécanismes de destructions tissulaires. Le TNFa active aussi la transcription de différentes
cytokines pro-inflammatoires (IL1, IL6, IL18) et de facteurs de croissance (GM-CSF, G-CSF, M-CSF)
pour amplifier la réponse inflammatoire conduisant a la synthése des protéines de I'inflammation
(CRP) d’origine hépatique, notamment via I'lL6 et la prostaglandine PGE2. Il stimule I'expression des
facteurs angiogéniques [VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), VCAM] et facilite ainsi la
néoangiogenese. Cette cytokine induit la synthése de métalloprotéinases matricielles (MMPs) de
type collagénase (MMP1), gélatinases (MMP2 et 9), qui sont impliquées dans la migration cellulaire,
et stromélysine 1 (MMP3), impliquée dans la destruction de la matrice. Bref le TNFa a beaucoup
d’effets néfastes et de ce fait joue un réle central dans de nombreuses pathologies.

1. 8. Pathologies impliquant une surproduction de TNFa

A I'état physiologique, il existe des mécanismes de régulation du TNFa par le biais de récepteurs
solubles ou encore de cytokines anti-inflammatoires. Dans de nombreuses pathologies
inflammatoires, cet équilibre est perturbé, car le TNFa se trouve surexprimé.

10,44,45

De maniere historique, la surexpression de TNFa a été liée a I'arthrite rhumatoide. Puis, la

surexpression de cette cytokine a également été associée a des maladies telles que®***™: le choc
septique,”® le HIV,* la cachexie,” le diabéte, 'asthme, la résistance a I'insuline,” le rejet lors de
transplantations, la cancérogenese, la réplication virale, I’'hépatite mais également dans des maladies
a médiation immunitaire ou auto-immune comme |'arthrite psoriasique, la maladie de Crohn,” la
rectocolite hémorragique, la spondylarthrite ankylosante et le psoriasis en plaques.> Des études plus

récentes ont également mis en lumiére un lien avec le cancer ovarien.”’>>

Plus récemment, il a également été montré que la surexpression du TNFa est impliquée dans les

%0 C’est ce dernier point qui est a lorigine de notre intérét

douleurs neuropathiques.
pharmacologique et thérapeutique par des petites molécules capables de s’opposer a la

surproduction de TNFa.

1. 9. Les inhibiteurs connus de production de TNFa

Les inhibiteurs de TNFa ont prouvé leur efficacité dans de nombreuses pathologies. C'est pourquoi,
les entreprises ont porté un grand intérét envers ces inhibiteurs. Parmi les biomacromolécules
(anticorps et récepteur soluble) développées, certaines sont en phase de développement ou

commercialisées a des fins thérapeutiques.”*°

1.9.1. Utilisation d’anticorps

Il s’agit de I'utilisation d’anticorps monoclonaux se liant au TNFa soluble et membranaire avant sa
fixation a ses récepteurs, 'empéchant ainsi d’activer ses cellules cibles. Cette approche est donc non
physiologique, car il n’existe pas d’anticorps naturels anti-TNFa connus actuellement. On retrouve :
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- UInfliximab (Remicade®, Centocor/Schering-Plough/Tanabe Sieyaku), un anticorps
monoclonal chimérique (humain-murin), commercialisé.®*

- L’Adalimumab (Humira®, Abbott), un anticorps monoclonal humain, commercialisé.®*

- Le Golimumab (Simponi®, Centocor), un anticorps monoclonal humain, commercialisé.*

- Le Certolizumab pegol (Cimizia®, UCB), un fragment d’anticorps humanisé recombinant
conjugué a du Polyéthyléne Glycol (PEG), commercialisé.®

- L’Afelimomab (MAK 195F), un anticorps monoclonal.

1.9.2. Utilisation des récepteurs solubles

L'objectif est de mimer les cibles du TNFa (les récepteurs) pour lier le TNF et ainsi l'inhiber. Les
récepteurs du TNFa existant de maniére physiologique sous forme soluble, leur utilisation comme
agent bloquant du TNFa a été assez naturelle. Cependant, ils sont rarement utilisés dans leur forme
native monomérique, pour deux raisons principales : 1) a cause de leur faible stabilité in vivo, moins
de 2 heures pour le TNFR-Is,*®> mais aussi 2) car le TNFa soluble étant trimérique, il faut bloquer
plusieurs sous-unités de la molécule pour empécher son activité biologique. Le développement de
constructions basées sur le récepteur soluble du TNF vise donc a augmenter la demi-vie de la
protéine et a créer un environnement stérique empéchant la liaison du TNFa a ses récepteurs
membranaires.®

A I'heure actuelle, on retrouve :

- L’Etanercept (Enbrel®, Amgen/Wyeth), une protéine de fusion du récepteur p75 (TNF-R2),
commercialisé.®

- Le Lenercept (Genentech/Hoffmann La Roche), une protéine de fusion du récepteur p55
(TNF-R1), développement interrompu.®

- Le dimeére PEG : deux fragments de TNFR-Is humain couplés au PEG.*

- Le monomere PEG : un fragment de hTNFR-Is (complet ou non) couplé au PEG.*

- L’Onercept, une protéine recombinante hTNFR-Is.*®

Ces traitements anti-TNFa ont une efficacité trés significative, mais présentent de nombreux
désavantages. D’abord, environ 1/3 des patients ne répondent pas a ces thérapies. De plus, ces
traitements sont chers, contraignants (administration par voie parentérale), et provoquent de
nombreux effets secondaires lors d’un usage a long terme a cause de leurs caractéres immunogenes.
De plus une neutralisation importante du systéme immunitaire augmente les risques d’infections
opportunistes comme |’hépatite B et la tuberculose ; des insuffisances cardiaques ; le développement

de tumeurs ; et des désordres neurologiques.”***%

1.9.3. Les petites molécules

Ces anticorps anti-TNFa ont une fenétre thérapeutique trés restreinte et des effets indésirables
importants. Etant donné qu’il s’agit de puissants inhibiteurs, il est impossible de jouer avec les doses
pour avoir une inhibition partielle du TNFa. Il semble alors pertinent de remplacer I'outil biologique
(anticorps et récepteur soluble) par des petites molécules capables d’inhiber la surproduction
pathologique du TNFa et/ou I'lIL1B en limitant I'impact du traitement sur les fonctions physiologiques
de ces cytokines. Cette approche thérapeutique permettrait aussi une prise du médicament par voie
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orale, d’éviter I'effet immunogénique, d’étre plus facile a produire a I'échelle industrielle et a
moindre co(it.'

A I'heure actuelle, plusieurs molécules (corticoides, Iénalidomide, thalidomide...) possédent une
activité inhibant le TNFa mais de maniére non spécifique et au prix d’effets secondaires multiples.® Il
existe donc une demande importante pour la recherche de petites molécules inhibant Ia
surproduction TNFa et/ou I'lL1B de maniére sélective.

2. Objectif spécifique du projet

L'objectif de ce projet est donc d’obtenir des molécules qui vont décroitre le niveau de surproduction
de TNFa (et non pas linhiber totalement) dans I'optique de réduire les processus
physiopathologiques liés a I'inflammation et aux douleurs neuropathiques, sans affecter de facon
dramatique le systeme immunitaire, et avec une activité possible a long terme. Il est important de
préciser qu’il ne s’agit pas d’inhibiteurs des récepteurs du TNFa, mais d’inhibiteurs de la cascade
conduisant a la surproduction de TNFa membranaire et/ou soluble (Figure 10).

CYTOPLASME

X [ F) TNFa

Figure 10. Exposition des monocytes humains aux lipopolysaccharides (LPS) : de I’activation de TLR4 par LPS jusqu’a la
production de TNFa (et IL1B) solubles
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Le point de départ du projet repose sur l'identification de petites molécules a I'aide d’un criblage
cellulaire réalisé par la plate-forme PCBIS (Plateforme de Chimie Biologique Intégrative de
Strasbourg, UMS 3286), comparable a une « boite noire » (Figure 10). En effet, lors de ce test, une
perturbation est engendrée a I'entrée de la cellule, et on observe I'effet a la sortie du systéme
étudié. Dans cet exemple, les lipopolysaccharides (LPS) sont mis en contact avec des cellules
monocytaires sanguines humaines afin de provoquer une réponse inflammatoire. Cette inflammation
se traduit par une augmentation de la production des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL1B.
Une mesure des concentrations de ces cytokines solubles permet de quantifier I'effet de la
perturbation. Ce test présente I'avantage de suivre une série d’événements moléculaires sur un
systeme complexe (la cellule), car elle contient toute la « machinerie cellulaire » (enzymes, protéines,
ADN, ARN...). En revanche, les protéines cibles induisant I'effet physiologique recherché ne peuvent
pas étre identifiées par ce processus. Cependant, un hit identifié et validé par ce test est
particulierement intéressant et mérite une premiére évaluation pharmacologique in vivo.

2. 1. Description du test cellulaire

Le test est basé sur 'utilisation de monocytes humains (peripheral blood monocyte cells, PBMCs) de
volontaires sains (fournisseur : Etablissement Francais du Sang, Strasbourg). Ces cellules sont
exposées a un stress avec des lipopolysaccharides (LPS), ce qui provoque une réponse inflammatoire
avec production de cytokines, dont le TNFa et I'IL1B (interleukine 1B), qui sont libérées. A 'aide d’un
test Elisa utilisant des anticorps anti-TNFa et anti-I11B, il est possible de déterminer un pourcentage
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Figure 11. Schématisation du test cellulaire
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d’augmentation du taux basal de cytokine. Dans un deuxiéme temps, les cellules exposées aux LPS
sont mises en contact avec les molécules (test a 10 uM, n=2) de la chimiothéque. Apres un temps
d’incubation de 24h, une mesure des deux cytokines résiduelles permet de mesurer pour chaque
composé l'inhibition de production de ces cytokines a 10 uM. En parallele, un test de viabilité
cellulaire permet de rejeter les molécules touvées actives du fait de leur effet cytotoxique (Figure
11). Dans un deuxieme temps, une ICs, (concentration provoquant 50% d’inhibition de la production
de TNFa) est déterminée a partir d’effets inhibiteurs mesurés a différentes concentrations de
molécule testée.

2.1.1. Présentation de la chimiotheque

L'équipe du Laboratoire d’Innovation Thérapeutique a constitué une chimiothéque de molécules
contenant essentiellements des nouvelles entités chimiques (NEC). Ces molécules (environ 6500)
sont issues de la chimiothéque patrimoine et chimiothéque interne de I’équipe du Dr. Jean-Jacques
Bourguignon et regroupant toutes les molécules synthétisées dans le cadre de projets
pharmacochimiques (ligands de récepteurs, inhibiteurs d’enzymes) ou de projets de méthodologie
chimique (construction d’hétérocycles). De ce fait ces molécules présentent une tres forte diversité
structurale et sont dans la grande majorité des cas des hétérocycles diversements substitués avec un
caractére drug-like trés marqué. De plus 1000 médicaments, ou candidats cliniques issus de la
chimiotheque Prestwick (=700), et notre propre sélection de médicaments non inclus dans la
chimiotheque Prestwick (=300), ont permis de compléter notre chimiothéque. L'ensemble de cette
chimiothéque a été criblée a 10 uM en vue d’identifier des hits anti-TNFa et/ou anti-IL1B.

2.1.2. Criblage et validation des hits

Ces hits issus du criblage primaire ont été validés (n=2). Le criblage a été effectué a I'aveugle, sans
connaissance des structures des hits. La pertinence du criblage est supportée par le fait que nous
avons pu retrouver plusieurs hits appartenant a des classes de composés inhibiteurs de production
de TNFa (dits anti-TNFa) déja connus dans la littérature.

1- iPDE4

Nous avons identifié plusieurs inhibiteurs de PDE4 (Figure 12) comme composés anti-TNFa, en
particulier des références connues telles que le rolipram, la papavérine et le tofisopam. Ce résultat
concernant la classe des iPDE4 était connu dans la littérature® mais nous a permis de valider ce test.
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Figure 12. Inhibiteurs de PDE4
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2- Stéroides
Le test a également permis d’isoler un certain nombre de stéroides connus (Figure 13) pour leurs

propriétés anti-TNFa a [l'origine de leurs propriétés anti-inflammatoires (hydrocortisone,
dexaméthasone, béthaméthasone, etc).

OH OH OH

W OH WwnOH WwOH

ydracorigons (IR NSRRI Ustlimmnet s

Figure 13. Inhibiteurs de stéroides

3- Phénéthylamines

Enfin, nous avons également identifié au cours du criblage une série de phénéthylamines (Figure 14),
qui sont en fait des agonistes 2 noradrénergiques (fénotérol, mébévérine, clenbutérol, ritodrine,
dobutamine, terbutaline). L’efficacité des traitements des douleurs neuropathiques observées avec
les agonistes B2 est bien documentée aujourd’hui dans la littérature et se traduit par une inhibition
de la surexpression de TNFa observée en proximité des lésions nerveuses a l'origine des
neuropathies (cf page 64).
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Figure 14. Agonistes B2 noradrénergiques
4- Antidépresseurs tricycliques

De nombreux antidépresseurs tricycliques (Figure 15) ont été identifié&s comme hits anti-TNFa
(amitriptyline, désipramine, doxépine, etc). Ce résultat est connu dans la littérature et sera discuté
dans le paragraphe 7. 1.

Ainsi une analyse des résultats de ce criblage faite par classe chimique mais aussi par classe
pharmacologique aurait permis de découvrir que les inhibiteurs de PDE4, les agonistes B2 et les
inhibiteurs de recapture des amines biogénes (tricycliques) inhibent la production de TNFa.
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Figure 15. Antidépresseurs tricycliques

En conclusion, le fait de retrouver pour ce test de criblage des anti-TNFa connus comme substances
de référence valide completement la pertinence du test de criblage dans sa capacité a permettre la
découverte de nouvelles classes pharmacologiques (ou chimiques) de composés "anti-TNFa".

2. 2. Description des hits validés

Un aspect important pour la sélection des hits est le niveau d’efficacité d’inhibition minimale observé
a 10 uM. Nous avons évoqué les risques associés a des composés trop puissants (ICs, proche du nM),
capables a tres faible concentration de non seulement bloquer la surproduction de TNFa en le
ramenant au taux basal, mais d’inhiber 100% du TNFa produit, ce qui reviendrait a neutraliser tous
les réles physiologiques dans lesquels le TNFa est impliqué, en particulier dans le systeme
immunitaire.

Etant donné que le TNFa est impliqué dans le systeme immunitaire, nous avons retenu les hits ayant
i) une inhibition comprise entre 30 et 50% dans la plage 1-10 uM ; ii) une courbe assez « plate » ; et
iii) qui inhibe uniqguement la surproduction de TNFa (retour au taux basal, Figure 16 courbe rouge). A
I'opposé, nous avons rejeté les hits ayant i) une activité trop puissante (ICso <50 nM), ii) une courbe
d’inhibition « abrupte » et iii) qui inhibe la totalité du TNFa, car cela provoquerait des effets
secondaires trop importants (courbe bleue).

Ysprocuction Hit rejate
TNFa |

180 Hit 1=ternu

Taux basal = =

a

1. nkd 1 A Cancentration
Figure 16. Sélection des hits suivant la courbe des ICs,

Finalement, ce criblage a permis de retenir une quarantaine de NEC capables d’inhiber la
surproduction de TNFa in vitro. Parmi ces composés, 2 hits ont été retenus dans le cadre de ma these
(Figure 17): le RF 1431 (1b), qui fera I'objet de ce chapitre ; et le RF 0913 (2a) qui sera traité dans le
chapitre suivant. Les courbes d’inhibitions du TNFa de ces 2 composés ont le profil recherché. Ces
produits présentent également un début de sélectivité vis-a-vis d’IL1B. Ces 2 hits sont des dérivés
d’amidines pour lesquels I'équipe est reconnue pour son savoir-faire en chimie hétérocyclique.
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Figure 17. Hits sélectionnés afin de réaliser une étude topologique

3. Programme pharmacochimique autour du premier hit : le RF 1431 (1b)
Le premier hit sélectionné lors du criblage anti-TNFa présenté ci-dessus, le RF 1431 (1b), est une
molécule possédant une structure trés simple : un chassis pyrimidine portant 2 décorations: en
position 2 la 4-amino-1-benzylpipéridine et en position 4 un groupement phényle non substitué.
Malgré cette simplicité structurale, ce hit possede une ICs, prometteuse de 13.4+2.6 uM sur TNFa.
De plus, ce hit présente un début de sélectivité vis-a-vis d’'IL1B, avec une I1C5y de 29.4+2.5 uM. Etant
donné que ce composé présente un profil d’activité sur les cytokines intéressant et qu’il possede de
nombreuses possibilités d’optimisation structurale, une étude topologique (Figure 18) a été
entreprise, afin de réaliser une premiere phase d’optimisation structurale du RF 1431 (1b).
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Figure 18. Etude topologique réalisée autour du premier hit : RF 1431 (1b)
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Au cours de cette optimisation structurale, nous avons étudié :

1- la nature du chassis moléculaire

En particulier, nous avons évalué I'importance de ces 2 azotes, qui sont de potentiels accepteurs
de liaison hydrogene. Nous les avons supprimés successivement pour former les dérivés de
pyridines correspondants (Figure 19, composés 3 et 4).

OO

jepv

4

P GASE

RF 1431 (1b)
N

Figure 19. Délétions successives des atomes d’azotes du chassis

Puis, dans le but d’optimiser la position de ces azotes, nous les avons déplacés de maniere
systématique pour former tous les dérivés diazines possibles, tout en respectant la position de
nos décorations (Figure 20). Ainsi, nous avons déplacé l'azote N; vers les positions 5 et 6,
conduisant respectivement aux dérivés de pyrimidine 5 et pyrazine 6. Nous avons également
déplacé I'azote N; vers les positions 5 et 6, formant respectivement les dérivés de pyrimidine 9 et
pyridazine 8. Enfin, les azotes N; et N; ont été déplacés vers les positions 6 et 5, respectivement,
aboutissant au dérivé de pyridazine 7.
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Figure 20. Formation des chassis diazotés
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2- l'importance du NH libre

Le NH libre exocyclique peut étre impliqué dans une liaison de type donneur d’hydrogene avec
la/ou les cible(s) biologique(s). Afin de vérifier cette hypothése, I'atome d’azote est : 1) remplacé
par un atome d’oxygéne, accepteur de liaison hydrogéne (Figure 21, composé 10a) ; et 2)
substitué par le plus petit groupement, un méthyle (composé 10b).
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Figure 21. Importance du NH libre exocyclique
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3- limportance du groupement phényle

Les groupements phényles peuvent former 2 types d’interactions avec la cible biologique : des
interactions hydrophobes ou de type m-m. Dans le but d’évaluer I'implication de notre phényle en
position 4 dans I'une de ces interactions, il a tout d’abord été supprimé (Figure 22, composé 1a).

Puis, nous l'avons remplacé par d’autres groupements lipophiles, et en particulier par un JjBu
(composé 1d) et un cPen (composé 1e).

La position du phényle sur le chassis pouvant étre critique pour I'analyse RSA, le phényle a été
déplacé de la position 4 vers la position 5 (composé 1c). Il est a noter qu’étant donné que la molécule
possede un axe de symétrie, les positions 4 et 6 sur le chassis pyrimidine sont équivalentes.
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Figure 22. Importance du groupement phényle
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4- |'effet de substitution du groupement phényle en position 6

De maniére a introduire une interaction additionnelle, nous avons par la suite substitué le
groupement phényle de la position 4. Pour le choix des substituants, nous avons réalisé une
étude systématique mais nous nous sommes également inspirés de la méthode semi empirique
de Topliss (Figure 23).”° Cette méthode tient compte de la lipophilie et des caractéristiques
électroniques, mais aussi les effets géométriques (ortho substitution), des divers substituants
pour la recherche de la décoration optimale.

Figure 23. Arbre de Topliss

Nous avons ainsi inséré différents groupements électrodonneurs (OMe et/ou OcPen) et
électoattracteurs (Cl et/ou F, CF3;, OCF;) sur les positions 2, 3 et 4 (Figure 24, composés 1f-r).

Ensuite, le groupement phényle a été remplacé par des hétérocycles : des pyridines substitués en
positions 3 et 4 (composés 1s-t), un benzothiophéne (composé 1v), un indole (composé 1w), un
benzofurane (composé 1x) et des furanes substitués en position 2 (composés 1y-z).
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Figure 24. Substitution du phényle en position 4

5- les effets d’homologie

5.1. Dans le but d’évaluer I'encombrement toléré au voisinage de la position 4, nous avons
éloigné le groupement aryle par l'introduction de 2 espaceurs flexibles (Figure 25): benzyle
(composé 11a) et phénéthyle (composé 11b).

NN N
L0 MU GRCETS
©/EN;\H — | NJ\N 11b,n =2
RF 1431 (1b) " H

Figure 25. Eloignement de la plateforme aryle

5.2. Afin d’évaluer I'encombrement stérique toléré au niveau de la position 2 de la pyrimidine, la
plateforme 1-benzylpipéridine a été éloignée a l'aide de 2 espaceurs flexibles (Figure 26):
aminométhyle (composé 13a) et aminoéthyle (composé 13b).

OO ~
LU0 By
RF 1431 (1b) N

Figure 26. Eloignement de la plateforme 1-benzylpipéridine

6- linfluence de la substitution de I’azote de la pipéridine

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influence de la substitution du groupement de la
pipéridine (Figure 27). Dans un premier temps, nous avons substitué de maniére systématique le
groupement benzyle initial par des groupements électrodonneur (MeO) et électroattracteur (Cl)
en position 2, 3 et 4 (composés 12c-h). Nous avons également remplacé le phényle par des cycles
pyridines (composés 12i-j).

Dans un second temps, nous avons remplacé le groupement benzylique par des chaines
aliphatiques : iBu (composé 12a), CH,cPen (composé 12b) et phénéthyle (composé 12k).
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Figure 27. Effet de la substitution de la pipéridine

7- la nature du cycle azoté

Afin de mieux définir la position du cation dans I'espace (Figure 28), nous avons :

1) fait varier la position de I'azote de la pipéridine en préparant les composés 14b-c;
2) remplacé la pipéridine par ses homologues inférieurs (composés 14d-e) et son homologue
supérieur (composé 14f).

Ces différentes perturbations introduisent un carbone asymétrique dans la structure du
composé.

L Heass
| UQ“@ . O
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Figure 28. Remplacement du cycle pipéridine
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8- [l'addition d’un groupement en position 5 et 6

Enfin, afin d’évaluer I'encombrement stérique toléré en position 5 et 6 de la pyrimidine, nous
avons introduit de petits groupements (Me, CF; et/ou OMe et/ou Et), et préparé les composés

15a-f (Figure 29).
RS
[ /O‘/\© 15a, R = Me
— N/)\N 15b,R=CF3
H

15¢, R=Et

)} QAQ
N/)\N _
H
RF 1431 (1b)

15d, R = OMe
15e, R = Me
15f, R=CF;

Figure 29. Introduction de petits groupements en positions 5 et 6

4. Méthode de préparation des dérivés de N-benzyl-4-pyrimidin-2-yl
amino pipéridine (série du RF 1431, 1b)

4. 1. Syntheése des dérivés de pyrimidines

4.1.1. Synthése des dérivés de 2-aminopyrimidines diversement substitués en
position 4

La synthése des dérivés du RF 1431 (1b) met en jeu les pyrimidines dihalogénées 16a-b. Une
premiere réaction de formation de liaison C-C permet d’introduire I'aromatique en position 4 ou 5.
Selon la nature du substituant, 3 différentes conditions ont été développées (Schéma 1 et Tableau 2).

Méthode A N
— A, —
a =
N Cl

17a-c, f-j, I-r, u-y
) SN SN
N Méthode B | )\ doue R )\
X — ! — — | pZ
P b N Cl N X i
N al \N / Het
16a, X = 4-C| 17s-t
16b, X = 5-Br 1a-z, 10a-b, 11a-b, 13a-b, 14c
Méthode C | SN
e R — S
c N Cl
n
17d-e, 18a-b

®RB(OH), (1.0 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), KF (2.0 equiv.), MeOH, 120 °C, 20 mins, uM; bRB(OH)Z (1.0 equiv.), PdCl,(PPhs), (6
mol%), Na,COj; (3.0 equiv.), THF:H,0 (1:1), 80 °C, 16h; “R(CH,),MgCl (2.1 equiv.), Fe(acac); (5 mol%), THF, - 78 & 25 °C, 16h;
9RNH, (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO, 100 °C, 16h ; *ROH (2.5 equiv.), NaH (2.8 equiv.), DMF, 100 °C, 16h.

Schéma 1. Synthése des dérivés de 2-aminopyrimidines : Méthode 1
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Rendements (%)

Entrée  Cpsé X Position R X n Het Méthode 17-18 1,10-11,
13-14
1 1a / / H NH 0 4-piperidino / nr 73
2 1b 4-Cl 4 Ph NH 0 4-piperidino A 72 86
3 1f 4-Cl 4 2-OMePh NH 0 4-piperidino A 68 57
4 1g 4-Cl 4 2-CIPh NH 0 4-piperidino A 41 70
5 1h 4-Cl 4 3-OMePh NH 0 4-piperidino A 70 69
6 1i 4-Cl 4 3-CIPh NH 0 4-piperidino A 70 78
7 1j 4-Cl 4 4-OMePh NH 0 4-piperidino A 73 86
8 1l 4-Cl 4 4-CIPh NH 0 4-piperidino A 43 66
9 im 4-Cl 4 4-FPh NH 0 4-piperidino A 71 79
10 1n 4-Cl 4 4-CF3;Ph NH 0 4-piperidino A 46 77
11 1o 4-Cl 4 4-OCFsPh NH O 4-piperidino A 48 88
12 1p 4-Cl 4 2-Cl-4-OMePh NH O 4-piperidino A 39 66
13 1q 4-Cl 4 2,4-(OMe),Ph NH O 4-piperidino A 34 58
14 1r 4-Cl 4 3,4-(OMe),Ph NH 0 4-piperidino A 54 74
15 1s 4-Cl 4 3-pyridine NH 0 4-piperidino B 46 89
16 1t 4-Cl 4 4-pyridine NH 0 4-piperidino B 27 54
17 1u 4-Cl 4 2-naphtaléne NH 0 4-piperidino A 69 77
18 1lv 4-Cl 4 benzotsiophéne NH 0 4-piperidino A 47 70
19 1w 4-Cl 4 2-indole NH 0 4-piperidino A 58* 39
20 1x 4-Cl 4 2-benzofurane NH 0 4-piperidino A 65 64
21 1y 4-Cl 4 2-furane NH 0 4-piperidino A 59 85
22 10a 4-Cl 4 Ph 0] 0 4-piperidino A 72 44
23 10b 4-Cl 4 Ph NMe O 4-piperidino A 72 59
24 1d 4-Cl 4 iBu NH 0 4-piperidino C 75 40
25 le 4-Cl 4 cPen NH 0 4-piperidino C 53 26
26 11a 4-Cl 4 Bn NH 0 4-piperidino C 34 56
27 11b 4-Cl 4 Phénéthyle NH 0 4-piperidino C 61 69
28 13a 4-Cl 4 Ph NH 1  4-piperidino A 72 86
29 13b  4-Cl 4 Ph NH 2  4-piperidino A 72 88
30 14 40 4 Ph NH 0 %‘CL . A 72 73
31 1c 5-Br 5 Ph NH O 4-piperidino A 83 79

*Déprotection : TFA:DCM (1:1), ta, 2h, rendement sur 2 étapes.

Tableau 2. Méthodes de préparation de 2-aminopyrimidines diversement substitués en position 4

En particulier, la réaction de Suzuki-Miyaura utilisant le Pd(OAc), en présence de KF’* et de I'acide

boronique adéquat (Méthode A) a permis l'introduction régiosélective en position 4 des groupes

aromatiques diversement substitués (Tableau 2, entrées 2 a 14, 17) ainsi que les cycles furane,

benzofurane, benzothiophéne et indole (entrées 18 a 21). Il est a noter que dans le cas du dérivé

d’indole, la réaction est réalisée au départ de I'acide N-Boc-indole-2-boronique. Une déprotection

dans un milieu équivolumique TFA/DCM permet d’isoler le produit de couplage déprotégé 17wa avec

un rendement de 58% sur ces 2 étapes (entrée 19). Cependant, ces conditions de réactions ont été

décevantes en présence des dérivés d’acides pyridineboroniques (dégradations des produits de

départ). Nous avons de ce fait utilisé le complexe PdCl,dppf.DCM comme catalyseur, du Na,CO;

comme base dans un mélange dioxane:eau.”” Ces conditions ont permis de former les produits de
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couplage attendus 17s-t avec cependant des rendements faibles non optimisés (respectivement 46%
et 27% pour les dérivés 3- et 4-pyridines, entrées 15 et 16). Enfin, les restes isobutyle, cyclopentyle,
benzyle et phénéthyle ont été introduits en mettant en jeu les dérivés magnésiens chlorés
correspondants en présence d’un catalyseur au Fe(acac); (entrées 24 a 27).”® Pour ces derniéres
conditions, les rendements varient entre 34 et 75%.

Il est a noter que pour minimum un représentant de chaque famille, une RMN NOESY a été réalisée
afin de confirmer la régiosélectivité des réactions de Suzuki-Miyaura ou de Grignard. Par exemple,
dans le cas de la 2-chloro-4-phénylpyrimidine 17b, la RMN NOESY (Figure 30) met en avant des
chorélations entre les protons Hi-H, et Ha-Hgt+Hc. Cette analyse met également en lumiere la
chorélation entre les protons Ha-H,, confirmant la structure de notre composé.
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Figure 30. Validation structurale du composé 2-chloro-4-phénylpyridimine 17b

La deuxieme étape est une réaction de substitution nucléophile aromatique (SyAr) en présence d’un
nucléophile (RNH, ou ROH), de DIEA dans le DMSO a 100°C. Les dérivés aminés souhaités 1a-y, 10b,
11a-b, 13a-b, 14c ont été isolés avec des rendements compris entre 26 et 88%. Il est a noter qu’au
départ d’un alcool, par exemple la 1-benzyl-4-hydroxypipéridine, la réaction de SyAr nécessite la
présence d’une base plus forte (NaH), afin de déprotoner I’alcool et ainsi former le produit désiré 10a
avec un rendement de 44% (entrée 22).

Etant donné que les acides 4-cyclopentyloxyphénylboronique et 5-phénylfuran-2-ylboronique ne
sont pas commerciaux, les dérivés 1k et 1z ont été préparés selon les voies de synthéses décrites
respectivement dans le Schéma 2 et le Schéma 3.
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vethle A n NN N
N a l /)\ ° l /)\
| /)\ e N cr > N N
52% 47% H
cl N Cl
(o]
1k

RO

16a 17k, R=H b, quant.
17k, R = c-Pen <~ ]ba

®4-OHPhB(OH), (1.0 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), KF (2.0 equiv.), MeOH, 120 °C, 20 mins, uM; bcycIopentanoI (2.0 equiv.),
DIAD (2.0 equiv.), PPh; (2.0 equiv.), THF, 25 °C, 16h; “4-amino-1-benzylpiperidine (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO,
100°C, 16h.

Schéma 2. Préparation du dérivé 2-amino-4-(4-cyclopentyloxyphényl)pyrimidine 1k

La préparation du dérivé O-cyclopentyle 1k (Schéma 2) a mis en jeu une réaction de Mitsunobu a
I'aide de PPh; et de DIAD au départ du phénol 17ka (obtenu comme décrit précédemment selon la
Méthode A). Le produit attendu 17ka a été obtenu de maniere quantitative. Enfin, la réaction de SyAr
permet d’introduire la 4-amino-1-benzylpiperidine en position 2, pour aboutir au dérivé souhaité 1k
avec un rendement de 47%.

R 1za, R=Br 59%

1z,R=Ph - %%
®NBS (1.1 equiv.), DMF, 25 °C, 7h; b4-amino-1-benzylpiperidine (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO, 100°C, 16h; ‘PhB(OH),
(1.2 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%), S-Phos (20 mol%), CH3CN:H,0 (1:1), 100 °C, 24h.

Schéma 3. Préparation du dérivé 2-amino-4-(5-phénylfuran-2-yl)pyrimidine 1z

L'introduction du 5-phénylfurane (composé 1z) se fait en 3 étapes au départ de la 2-chloro-(furan-2-
yl)pyrimidine 17y (Schéma 3). Une premiére réaction de bromation & l'aide de NBS™* permet
d’introduire régiosélectivement le brome en position 5 du groupement furane avec un rendement de
73%. Ensuite, une réaction de SyAr en position 2 de la pyrimidine décrite précédemment, suivie
d’une réaction de Suzuki-Miyaura en présence du couple Pd(OAc),/S-Phos (Méthode 1b, page 80)
permet de former le produit souhaité 1z. Il est a noter que lors de la derniére étape, nous avons
observé la formation de 8% de dérivé débromé 1y non séparable. Notre composé 1z a donc été
utilisé dans les tests biologiques dans I'état (pureté : 92%).

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés a faire varier le reste benzyle de la
pipéridine. Pour ce faire, nous avons mis en place une méthode convergente comme illustré dans le
Schéma 4. Cette méthode met en jeu le dérivé protégé N-Boc pipéridine. Apres déprotection, une
amination réductrice a 'aide d’aldéhydes commerciaux conduit aux dérivés attendus 12a-k, 14a-b, d-
f avec des rendements sur 2 étapes variant entre 26 et 54% apres purification par phase inverse. Ces
rendements n’ont pas été optimisés.
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NN
S

19a-g
\N _
20a-g 12a-k, 14a-b, d-f
Rendements (%)
Entrée Cpsé Het R 19 12,14
1 12a 4-piperidino Me, 88 46
2 12b 4-piperidino cPen 88 56
3 12c 4-piperidino 2-OMePh 88 47
4 12d 4-piperidino 2-CIPh 88 41
5 12e 4-piperidino 3-OMePh 88 42
6 12f 4-piperidino 3-CIPh 88 42
7 12g 4-piperidino 4-OMePh 88 26
8 12h 4-piperidino 4-CIPh 88 30
9 12i 4-piperidino 3-pyridine 88 51
10 12j 4-piperidino 4-pyridine 88 31
11 12k 4-piperidino Bn 88 56
12 14d '\/_CL?,\ Ph 100 51
13 14e \;‘\/CN> Ph 99 37
o
14 14a 3-piperidino Ph 71 39
15 14b )<\(Nj Ph 88 61
e

16 14f XON%— Ph 86 64

Schéma 4. Synthése des dérivés de 2-aminopyrimidines 12a-k et 14b-c, e-g : Méthode 2

®nucléophile (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO, 100°C, 16h; TFA:DCM (1:1), 25 °C, 3h, 100%; ‘RCHO (2.0 equiv.),
NaBH;CN (3.0 equiv.), MeOH, 25 °C, 48h.

4.1.2. Synthése des dérivés de 2-aminopyrimidine trisubstituées 15a-f

Les composés 2-aminopyrimidines trisubstitués sont synthétisés au départ des dérivés 2,4-
pyrimidinediones ou 2,4-dichloropyrimidines, selon les disponibilités commerciales, comme illustré
dans le Schéma 5 et le Schéma 6.

L'introduction du substituant Et en position 5 met en jeu la pirymidine-dione 21c comme illustré dans
le Schéma 5. L’activation par POCI; conduit au dérivé 2,4-dichloropyrimidine 22c. Comme
précédemment, la réaction de Suzuki-Miyaura (Méthode A) suivie d’'une SyAr a permis d’isoler les
composés 153, ¢, e avec des rendements satisfaisants (Schéma 5). Dans le cas du composé 15f, apres
la réaction de SyAr, il reste une impureté inséparable par purification en phase normale et inverse.
Afin d’isoler le produit 15f avec une bonne pureté (> 98%), la 4-amino-1-benzylpiperidine est
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R R
2 NH BN b | N d | SN /O/\Q
ﬁ — /E\ . — N/J\CI — N/)\N
oo N o o N el H
21c 22a-f 23af 15a-f
Rendements (%)
Entrée Cpsé Position R 22 23 15
1 15a 5 Me / 66 68
2 15c 5 Et 51 45 72
3 15e 6 Me / 65 85
4 15f 6 CF; / 69 39

®pyridine (2.0 equiv.), POCl; (35.0 equiv.), 110 °C, 2h; bPhB(OH)z (1.0 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), KF (2.0 equiv.), MeOH, 120
°C, 20 mins, pUM; ‘4-amino-1-benzylpiperidine (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO, 100°C, 16h; 94-amino-1-
benzylpiperidine (1.2 equiv.), Pd(OAc), (3 mol%), BINAP (6 mol%), Cs,CO; (1.5 equiv.), dioxane, 105 °C, 15h.

Schéma 5. Synthése des dérivés de 2-aminopyrimidines trisubtituées 15a-f

introduit via une réaction de Buchwald-Hartwig sur le dérivé de pyrimidine 23f en présence de
Pd(OAc), et de BINAP.

Il a été récemment montré dans la littérature que I'encombrement stérique et I'effet électronique
apporté par le groupement trifluorométhyle en position 5 permet d’inverser la réactivité des 2
iminochlorures.”” C’est pourquoi, nous avons inversé l'ordre des réactions de SyAr et de Suzuki-
Miyaura de maniere a obtenir préférentiellement I'isomere souhaité 24b avec un rendement de 60%
contre 36% du régioisomére 24a non désiré mettant en jeu I'iminochlorure en 6 (Schéma 6). Pour ce
cas précis, la réaction de SyAr a été réalisée en présence de DIEA dans le tBUOH” & température
ambiante. Enfin, la réaction de Suzuki-Miyaura a mis en jeu le couple Pd(OAc),/S-Phos pour former le
composé 15b souhaité avec un rendement non optimisé de 27%.

FsC
F3C 3 BN
3 | XN ] I\)N\ /O/\© b
/)\ o S 27%
cl N cl N
22b

24b, 60%

+

F3C
|: j ’\0\3 rN
/)\
N N Cl
H
24a, 36%

®4-amino-1-benzylpiperidine (1.0 equiv.), DIEA (1.1 equiv.), tBuOH, 25 °C, 16h; bPhB(OH)z (1.2 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%),
S-Phos (20 mol%), K,CO5 (4.0 equiv.), CH3CN:H,0 (1:1), 100°C, 16h.

Schéma 6. Synthése du dérivé de 2-amino-5-(trifluorométhyl)-6-phénylpyrimidine 15b

Enfin, I'introduction du OMe en position 4 (Schéma 7) utilise comme précurseur de choix la 2,6-
dichloro-4-phénylpyrimidine obtenue par réaction de Suzuki-Miyaura au départ de la 2,4,6-
trichloropyrimidine 22d a I'aide de Pd(OAc), et de PPh; dans un mélange THF:H,0.”® Par la suite, 2
substitutions nucléophiles aromatiques consécutives utilisant le méthanolate de sodium’’ et I'amino
pipéridine N-benzylé conduisent au dérivé attendu 15d apres purification sur colonne de gel de silice.
Le rendement plutét modeste de 49% pour la deuxiéme réaction peut étre expliqué par la présence
du groupement méthoxy donneur en position 6, qui rend I'iminochlorure encore moins électrophile.
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®PhB(OH), (1.0 equiv.), Pd(OAc), (2 mol%), PPh; (4 mol%), Na,CO; (2.0 equiv.), THF:H,O (1:2), 80 °C, 7h; ®NaOMe (1.0
equiv.), MeOH, 80°C, 4h; “4-amino-1-benzylpiperidine (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO, 100°C, 16h.

Schéma 7. Synthése du dérivé de 2-amino-4-méthoxy-6-phénylpyrimidine 15d

4.1.3. Synthése du dérivé de 4-amino-2-phénylpyrimidine 25b

Le dérivé de 4-amino-2-phénylpyrimidine 25b est préparé en 2 étapes au départ de la 2,4-
dichloropyrimidine, comme illustré dans le Schéma 8.

S = BOUSACE ©A1©“©

25a 60%
+
OO
)%
N N Cl
H
25b, 19%

®4-amino-1-benzylpiperidine (1.0 equiv.), DIEA (1.5 equiv.), iPrOH, 100°C, 16h; bPhB(OH)z (1.2 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%),
S-Phos (20 mol%), K,CO5 (4.0 equiv.), CH3CN:H,0 (1:1), 100 °C, 16h.

Schéma 8. Synthése du dérivé de 4-amino-2-phénylpyrimidine 25b

Compte-tenu de la plus grande réactivité de I'iminochlorure en position 4, nous avons inversé I'ordre
de réaction afin d’introduire I'amino pipéridine benzylé en position 4. Sous ces conditions, au départ
de la 2,4-dichloropyrimidine 16a le régioisomere souhaité 25a a été obtenu avec un rendement de
60% contre 19% pour l'isostére 25b. Ces 2 régioisomeres sont facilement séparables par purification
sur colonne de silice. Ensuite, une réaction de Suzuki-Miyaura en présence du couple Pd(OAc),/S-
Phos permet d’isoler le produit désiré 5 avec un rendement de 70%.

4.1.4. Synthése du dérivé de 4-amino-6-phénylpyrimidine 9

Le dérivé de 4-amino-6-phénylpyrimidine 9 est préparé en 2 étapes au départ de la 4,6-
dichloropyrimidine 26, comme illustré dans le Schéma 9.

X
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S : i /O/\Q : | /Q/\Q
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cl N
27 9
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Cl

%4-amino-1-benzylpiperidine (1.0 equiv.), DIEA (1.5 equiv.), iPrOH, 100°C, 16h; bPhB(OH)z (1.2 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%),
S-Phos (20 mol%), K,CO5 (4.0 equiv.), CH3CN:H,0 (1:1), 100 °C, 16h.

Schéma 9. Synthése du dérivé 4-amino-6-phénylpyrimidine 9
Le réactif de départ, la 4,6-dichloropyrimidine 26 présente un axe de symétrie. Ainsi, les 2

iminochlorures sont équivalents. La réaction de SyAr au départ de cet iminochlorure en présence de
la 4-amino-1-benzylpiperidine et d’'une base dans I'iPrOH permet d’introduire de maniére quasi-
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guantitative le dérivé aminé. Une réaction de Suzuki-Miyaura en présence de couple Pd(OAc),/S-
Phos permet isoler la molécule souhaitée 9 avec un rendement de 76%.

4. 2. Synthése des dérivés de pyridine et de pyrazine

4.2.1. Synthése du dérivé de 2-amino-6-phénylpyridine et pyrazine 4 et 6

Les dérivés de 2-amino-6-phénylpyridine 4 et pyrazine 6 sont synthétisés en 2 étapes, comme illustré
dans le Schéma 10.

0, = 0,070 - 070

28=CH 30 =CH, 73% 4=CH, 85%
29=N 31=N, 65% 6=N, 80%

®4-amino-1-benzylpiperidine (2.0 equiv.), DIEA (2.0 equiv.), DMSO, 140°C, 48h; b4-amino-l-benzylpiperidine (1.0 equiv.),
DIEA (1.5 equiv.), iPrOH, 120°C, 24h; “PhB(OH), (1.2 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%), S-Phos (20 mol%), K,CO; (4.0 equiv.),
CH3CN:H,0 (1:1), 100 °C, 16h.

Schéma 10. Synthése des dérivés de 2-amino-6-phénylpyridine et pyrazine 4 et 6

Contrairement au cas précédent (4,6-dichloropyrimidine 26), la 2,6-dichloropyridine 28 nécessite un
chauffage prolongé a 140°C pour l'introduction de la chaine amino pipéridine. L'aminopyridine 30
est alors engagée dans une réaction de Suzuki-Miyaura a 'aide du couple Pd(OAc),/S-Phos et le
composé 4 est obtenu avec un rendement de 85%. La méme stratégie de synthése a été appliquée au
départ de la 2,6-dichloropyrazine 29 avec comme seule variante les conditions de la SyAr (DIEA,
iPrOH, 120°C, 24h).

4.2.2. Synthése du dérivé de 2-amino-4-phénylpyridine 3

Le dérivé de 2-amino-4-phénylpyridine 3 est synthétisé en 2 étapes au départ de la 4-bromo-2-
chloropyridine, comme illustré dans le Schéma 11.

Br
a b
A —_— —_—
0, 0,
AT Ol T U0
p
N N N
H
33

32 3

®PhB(OH), (1.0 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), KF (2.0 equiv.), MeOH, 120 °C, 20 mins, puM; b4-amino-1-benzy|piperidine (1.0
equiv.), Pd(OAc), (3 mol%), BINAP (6 mol%), Cs,CO; (1.5 equiv.), dioxane, 105 °C, 16h.

Schéma 11. Synthése du dérivé de 2-amino-4-phénylpyrimidine 3

Une réaction de Suzuki-Miyaura effectuée régiosélectivement sur I'atome de brome en présence de
Pd(OAc), et KF”* au micro-onde a permis d’isoler I'intermédiaire clé 33 avec un rendement quasi-
quantitatif. Contrairement a la chloro pyrimidine 17b, la chloropyridine est trés peu réactive dans les
conditions de SyAr. C'est pourquoi, nous avons introduit notre chaine aminopipéridine a I'aide d’une
réaction de Buchwald-Hartwig en présence de Pd(OAc), et de BINAP. Ces conditions de réaction ont
permis d’isoler le produit souhaité 3 avec un rendement de 67% et peuvent se révéler intéressantes
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pour introduire des chaines aminées précieuses (non commerciales, utilisation d’un seul équivalent
de nucléophile contre 2 pour la SyAr).

4. 3. Syntheése des dérivés de pyridazine

4.3.1. Synthése du dérivé de 3-amino-5-phénylpyridazine 8a

Le dérivé de 3-amino-5-phénylpyridazine 8a est synthétisé en 5 étapes, comme illustré dans le
Schéma 12.

a pr— [+
80% \ 2% 69%
(o}
HO o N—NH N—NH
34 35
N :
L’ Q
80%* N
N\ 7/
N—N
NN
\
d N
— 99% > — 8b
N\ o N\ /¢
N—NH N—N
37 38 § N
L
33%
NH
N—N

8a

N,H,.H,S0, (1.2 equiv.), AcONa (1.2 equiv.), EtOH:H,0 (1:1), 80 °C, 4h ; "HI (14.4 equiv.), H,0, 120 °C, 40h ; PdB(OH), (1.1
equiv.), Pd(PPhs), (5 mol%), Na,CO; (2.0 equiv.), DME:H,0 (4:1), 140 °C, 15 mins, pW dPOCI3, 80°C, 2h; ®4-amino-1-
benzylpiperidine (1.0 equiv.), Pd(OAc), (3 mol%), BINAP (6 mol%), Cs,CO;5 (1.5 equiv.), dioxane, 105 °C, 16h; f4-amino-1-
benzylpiperidine (1.2 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), JosiPhos (5 mol%), Cs,CO; (1.5 equiv.), DMF, 90 °C, 16h ; *Rendement
évalué par HPLC.

Schéma 12. Synthése du dérivé de 3-amino-5-phénylpyridazine 8a

La 4,5-dichloropyridazinone 35 est obtenu par action d’hydrazine sur I'acide mucochlorique
commercial 34 en présence d’AcONa avec un rendement de 80%.”® La mise en réaction de cet
intermédiaire 35 avec du HI permet de réaliser en 1 étape un échange d’halogéne en position 5 et

7981 pyis, une réaction de

une dehalogénation réductrice en position 4, avec un rendement de 72%.
Suzuki-Miyaura en présence de Pd(PPh;), réalisé aux microondes suivie d’une activation de la
pyridazinone a I'aide de POCI; permet de former I'intermédiaire clé 38. Contrairement au cas de la
pipéridine, [l'utilisation d’une amine primaire dans les mémes conditions de réaction
(Pd(OAC),/BINAP) a conduit majoritairement au composé de diaddition 8b. Afin d’éviter cette
diarylation, Jacques Bricard, au laboratoire, a montré I'efficacité du JosiPhos en présence de Pd(OAc),
et de Cs,COs. Sous ces conditions réactionnelles, le composé 8a a été obtenu avec un rendement de
33% aprées purification. Ce rendement médiocre, non optimisé, peut étre expliqué par la faible
solubilité du composé, qui a probablement cristallisé sur la colonne lors |'étape de purification en

phase normale.
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4.3.2. Synthése du dérivé de 4-amino-6-phénylpyridazine

Le dérivé 4-amino-6-phénylpyridazine est synthétisé en 4 étapes au départ de la 4-bromopyridazine-
dione 39 (Schéma 13).

Br, Br Cl
a — b — c
— > o —_—
91% o (0] 86% Cl \ / Cl 88%
(o] (o]
(o) N—N
41

HN—NH
39 40
d
e — p— —_— —
12%
Cl4<_§70| b Cl”” b sur 2 étapes \ / H b
N—N N—N N—N
42 43 7

®NH,NH,.H,50, (1.0 equiv.), H,0, 100°C, 7h; bPOCI3 (20.0 equiv.), 110°C, 5h; “4-amino-1-benzylpiperidine (3.0 equiv.), iPrOH,
130°C, 16h; “HCOOH (1.0 equiv.), Pd(PPh;), (4 mol%), NEt; (12.0 equiv.), DMF, 25-100°C, 10-45 mins, uW; “PhB(OH), (1.5
equiv.), Pd(OAc), (2 mol%), S-Phos (3 mol%), K,CO3 (2.5 equiv.), CH3CN:H,0 (5:1), 115 °C, 16h.

Schéma 13. Synthése du dérivé de 4-amino-6-phénylpyridazine

Le précurseur de choix pour la synthése du dérivé amino-6-phénylpyridazine 7 est la 4-bromo-1,2-
pyridazine-dione 40 obtenu au départ de I'anhydride maléique bromé 39 et d’hydrazine avec un
rendement de 91%. Soumis a POCl;, cette pyridazine-dione conduit au dérivé trichloré 41 avec un
rendement de 86%. Par la suite, une réaction de SyAr régiosélective sur I'atome de chlore en position
4 permet d’introduire le groupement aminé.”® Une réaction d’hydrogénolyse pallado-catalysée en
présence d’acide formique a été réalisée, et a permis d’obtenir de maniére régiosélective la 4-amino-
6-chloropyridazine 43. Cette régiosélectivité peut étre expliquée par I'assistance de |'azote en
position 4 du cycle formant le palladacycle illustré dans la Figure 31 (travaux publiés par Emilie Blaise
au laboratoire).”

NHTHn. HIH:‘I HHH‘I
i 3 A | —";.l
= Pd 0 | =N .
Cl—y g — |C—, g Pd - Gy R

Figure 31. Formation du palladacycle expliquant la réaction régiosélective en position 3%

Enfin, I'utilisation du Pd(OAc), et de S-Phos a permis d’isoler le composé attendu 7 avec un
rendement non optimisé de 12% pour les 2 étapes. Ce faible rendement peut étre expliqué par la
double purification du produit final (en phase normale et en phase inverse). Nous avons priviligié
pour nos travaux la « qualité » du composé en récupérant uniquement les fractions ayant une pureté
>98%.

5. Analyse RSA

Les différents composés synthétisés ont été testés in vitro pour leurs activités inhibitrices sur les
cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL13. Une mesure de la viabilité cellulaire a été également
effectuée. Ces tests ont été réalisés par la plate-forme PCBIS comme précisé précédemment. Nous
donnons dans les tableaux les pourcentages d’inhibition et la viabilité cellulaire a 10 uM, et I'lCs
pour les composés les plus actifs (% inhibitions a 10 uM > 30%).

54
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5.1. Etude du chassis moléculaire

traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

Cette premiere évaluation vise a déterminer I'impact de la nature du chassis moléculaire sur I'activité

de la molécule (Tableau 3).

Y.
zl/ Xx N
/)\
v N
H

TNFa IL1B
, , %inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé \Y X Y 10uM (%) ICso (UM) 10uM (%) ICso (UM) (%)
1 1b N N CH CH 34+16 13.442.6 5+4 29.4+2.5 110+17
2 4 N CH CH CH 1345 nd 3+3 nd 100£10
3 3 CH N CH CH 36+17 12.2+0.8 10+24 >30 10516
4 6 N CH N CH 154 nd -3+1 nd 99+2
5 5 N CH CH N -1 nd 7 nd 113
6 8a CH N N CH 349 nd 1+0 nd 90+2
7 7 CH CH N N -2 nd 0 nd 101
8 9 CH N CH N 1743 nd 8+1 nd 99+3

Tableau 3. Influence de la nature du chassis moléculaire

Viabilité > 80%  80% 2 Viabilité > 60% 60% > Viabilité

nd = non déterminé

En prenant comme référence le RF 1431 (1b) qui présente une ICsq de 13.4+2.6 uM sur TNFa et
29.442.5 uM sur IL1B, nous obtenons des produits inactifs ou des produits d’activité inhibitrice
équivalente mais aucun produit plus puissant. En particulier, la suppression de I'azote Nyconduit a un
composé inactif (4), mettant en avant la présence d’une interaction de type accepteur de liaison
hydrogéne de cet azote avec la cible. A I'opposé, la délétion de I'azote Ny, conduit au dérivé de
pyridine 3, ayant une activité similaire a notre molécule de référence. Ce résultat confirme la
conclusion précédente et met également en lumiére que I'azote N, n’est pas impliqué dans une
interaction spécifique avec la cible.

Enfin, les autres chassis diazines (pyrimidines, pyridazines et pyrazine) conduisent tous a des
composés moins actifs (6, 9) ou inactifs (5, 7, 8a). Il est intéressant de noter que mémes les cycles
diazines contenant Ny, impliqué dans la liaison hydrogéene avec la cible, sont concernés. La présence
d’un deuxieme accepteur de liaison hydrogene positionne probablement différemment le cation
dans I'espace et de ce fait diminue I'activité des composés. Enfin, il est a noter que tous les composés
décrits dans le Tableau 3 ne sont pas cytotoxiques (viabilité > 90%).

5. 2. Importance du NH libre

Cette deuxieme évaluation avait pour objectif d’évaluer 'importance du NH libre (Tableau 4).
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@(QQﬁQ

TNFa IL1B
. . %inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé X 10uM (%) ICso (UM) 10uM (%) ICs0 (UM) (%)
1 1b NH 34116 13.4+2.6 5+4 29.41£2.5 110£17
2 10a 0] 612 nd 1843 nd 101+2
3 10b NMe 412 nd 5+1 nd 111+2

Tableau 4. Importance du NH libre

Viabilité 280%  80% > Viabilité >60% | 60% > Viabilité

nd = non déterminé

Le NH peut étre impliqué dans une liaison de type donneur de liaison hydrogéne avec la cible. C’est
pourquoi, nous l'avons :

1) remplacé par un atome d’oxygene, accepteur de liaison hydrogéne.
2) substitué par le plus petit groupement, le méthyle.

Les 2 composés obtenus sont inactifs, mettant en avant la présence d’une interaction importante du
NH avec notre (ou nos) cible(s) biologique(s). Comme précédemment, ces composés ne sont pas
cytotoxiques.

5. 3. Délétion, position et homologation du phényle

Cette troisieme évaluation a pour but de déterminer 'importance du phényle et de sa position, mais
également I'encombrement stérique toléré au voisinage de la position 4 de la pyrimidine (Tableau 5).

€1 070

TNFa IL1B

%inhib a %inhib a e,
. , . Viabilité

Entrée Cpsé Position R 10uM ICso (LM) 10uM ICso (LM) (%)

(%) (%)

1 1a / H -4+1 nd 1+1 nd 93+2

2 1c 5 Ph -1 nd 8 nd 122
3 1b 4 Ph 34116 13.442.6 5+4 29.4+2,5 11017
4 1d 4 iBu 816 nd 5+1 nd 11645
5 le 4 cPen 4243 510 nd 11545
6 11a 4 Bn -319 nd -1+4 nd 103+2
7 11b 4 Phénéthyl 243 nd 910 nd 100+2

Tableau 5. Importance du phényle et de sa position et effet d’homologie

Viabilité 280%  80% 2 Viabilité >60% ' 60% > Viabilité

nd = non déterminé

56



Chapitre 1. Développement de dérivés de la pyrimidine RF 1431 comme inhibiteurs de la surproduction du TNFa pour le

traitement des douleurs neuropathiques (approche phénotypique).

Un groupement phényle peut étre impliqué soit dans une interaction hydrophobe, soit dans une
interaction m-mt avec notre cible biologique. Afin de déterminer si notre groupement 4-phényle
interagit avec la cible, nous I'lavons dans un premier temps supprimé. Le dérivé 1a obtenu est inactif,
ce qui met en lumiere I'importance de la présence de cet aromatique. Dans le but de déterminer la
nature de cette interaction, le groupement phényle a été remplacé respectivement par un iBu (1d) et
un cPen (1e). Le 1d est inactif, alors que le dérivé 1e a une inhibition comparable a notre molécule de
référence a 10 uM. Etant donné que les groupements phényle et cyclopentyle ont un caractere
lipophile et géométrique équivalents, ce résultat met en lumiére l'interaction hydrophobe avec la
cible biologique. Afin de trouver la position optimale pour cette interaction lipophile, nous avons
déplacé le phényle en position 5. Dans ce cas, le dérivé 1c obtenu est inactif ce qui met en lumiere
I'importance de la position du phényle en 4 pour réaliser I'interaction optimale.

Enfin, nous avons évalué 'encombrement stérique toléré au niveau de la position 4 de la pyrimidine.
Pour ce faire, nous avons éloigné la plateforme aryle a I'aide de 2 espaceurs flexibles : benzyle
(composé 11a) et phénéthyle (composé 11b). Cependant, la présence d’un espaceur entre la
pyrimidine et I'aromatique donne des composés inactifs. Ceci traduit peut-étre une proximité de la
protéine dans cette zone qui serait sensible a I'encombrement stérique.

5. 4. Substitution du phényle

Cette quatrieme étude avait pour but de déterminer l'influence de la substitution du phényle
(Tableau 6).

Etant donné qu’un phényle peut aussi n’étre qu’un bon répartiteur d’interaction, nous avons utilisé
ce cycle pour étudier I'effet de substitution du groupe lipophile. La position ortho de I'aromatique
tolére des groupements électrodonneur (OMe, 1f, entrée 2) ou électroattracteur (Cl, 1g, entrée 3)
sans affecter I'activité anti-TNFa de nos molécules. L'introduction en méta d’un groupement
électroattracteur conduit a un produit inactif (Cl, 1i, entrée 5). Par contre, lorsque I'on remplace
I'atome de chlore par un électrodonneur (OMe, 1h, entrée 4), on obtient un composé présentant une
activité inhibitrice équivalente au RF 1431 (1b) (1h, ICso = 9.9+0.5 uM).

Enfin, I'introduction d’un groupement méthoxy en para conduit a un composé plus puissant (1j, ICso =
4.4+0.3 uM, entrée 6), et plus sélectif pour IL1B (ICso = 17.6+0.7 uM). Ce résultat met en lumiere
I’existence possible d’une liaison hydrogéne du groupe méthoxy avec la cible. Afin d’évaluer
I'encombrement toléré au niveau de cette interaction, le méthyle a été remplacé par un
cyclopentyle, plus encombrant. Cette substitution conduit au 1k (entrée 7), qui a une activité
similaire a notre molécule de référence (RF 1431, 1b). Nous pouvons donc en conclure qu’un
encombrement stérique est toléré en position para du groupement phényle, mais que la présence du
groupement lipophile cPen sur I'oxygene pourrait géner la formation de la liaison hydrogéne avec la
cible, observée avec le groupement méthoxy. Il est a noter que l'introduction de substituants
électroattracteurs (F, Cl, CF;, OCF;, composés 1l-o0, entrées 8 a 11) en cette position n’affecte pas
I"activité inhibitrice de nos composés (% inhibitions a 10 UM comparables au RF 1431, 1b).

Nous avons par la suite étudié la possibilité de disubstitution du phényle afin de rechercher un effet
synergique. Lors de I'analyse ci-dessus, nous avons montré une tolérance de substitution en position
ortho par un groupement chlore et méthoxy et en position méta par un groupement méthoxy. Nous
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L0

TNFa IL1B
%inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé R 10uM ICs0 (LM) 10uM ICs0 (UM) (%)
(%) (%)
1 1b Ph 34116 13.412.6 5+4 29.41£2.5 110£17
2 1f 2-OMePh 3216 nd 210 nd 102+2
3 1g 2-CIPh 36+3 nd 1246 nd 98+1
4 1h 3-OMePh 44+9 9.910.5 -116 nd 110+3
5 1i 3-CIPh 13+1 nd -614 nd 110+4
6 1j 4-OMePh 73+2 4.4+0.3 1516 17.6£0.7  109+11
7 1k 4-OcPenPh 3247 nd 3+3 nd 81+3
8 1l 4-CIPh 2749 nd 3+3 nd 112+13
9 im 4-FPh 28+2 nd -213 nd 103+0
10 1n 4-CFsPh 31+2 nd 244 nd 92+2
11 1o 4-0OCFsPh 30+1 nd 3+1 nd 83+1
12 1p 2-Cl-4-OMePh 35+4 nd 5+1 nd 97+1
13 1q 2,4-(OMe),Ph 2948 nd 9+1 nd 88+3
14 1r 3,4-(0OMe),Ph 82+1 <1.0 614 nd 11349
15 1s 3-pyridine 3245 nd 813 nd 101+1
16 1t 4-pyridine 524 8.910.8 2020  22.448.8  103%10
17 1u 2-naphtaléne 3417 nd 10+2 nd 9310
18 1v 2-benzothiophene 3614 nd 8t1 nd 9412
19 1w 2-indole 504 nd 1942 nd 87+1
20 1y 2-furane 916 nd 240 nd 107+1
21 1x 2-benzofurane -8+1 nd 1+1 nd 10240
22 1z % 2216 nd 5+2 nd 99+2

Tableau 6. Effet de la substitution du phényle

Viabilité > 80% 80% = Viabilité > 60% 60% > Viabilité

nd = non déterminé

avons donc synthétisé les dérivés disubstitués suivants : 2-Cl-4-OMePh (1p, entrée 12), 2,4-(0OMe),Ph
(1q, entrée 13) et 3,4-(OMe),Ph (1r, entrée 14). Les 2 dérivés disubstitués en positions 2 et 4 (1p et
1q) ont des activités similaires a notre molécule de référence (RF 1431, 1b). Ainsi, en présence d’un
substituant en position ortho, la liaison hydrogene avec le groupement 4-méthoxy ne semble plus
établie. A I'opposé, la disubstitution en positions 3 et 4 par un méthoxy, conduit a un composé
nettement plus actif que 1j (ICsop < 1 uM).

Le remplacement du phényle par un naphtalene ne modifie pas I'activité inhibitrice du composé (1u,
entrée 17). Enfin, cette étude a mis en avant la possibilité d’introduire en position 4 de la pyrimidine
des hétérocycles, mais que la nature de I'hétérocycle est un parameétre critique pour I'activité
inhibitrice. En particulier, la présence d’un furane (1y et 1z, entrées 20 et 22) ou d’un benzofurane
(1x, entrée 21) conduit a des produits totalement inactifs. L'introduction d’un benzothiophéne (1v,
entrée 18) ou d’un indole (1w, entrée 19) conduit a des produits d’activités comparables a notre
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référence. Enfin, la présence d’un noyau pyridine est tout a fait tolérée, plus particulierement
lorsque 'on introduit une 4-pyridinyl (1t, entrée 16). La présence de I'azote sp® de la pyridine peut
donner lieu a une interaction de type accepteur de liaison hydrogene. L'effet bénéfique de cette
interaction supplémentaire est cependant moins prononcé que dans le cas du composé 1j, car I'azote
dans le cycle aromatique n’est plus positionné correctement pour I'établissement de I'interaction
avec notre cible. Tout comme le composé 1j, ce dérivé 1t présente une bonne sélectivité vis-a-vis
d’IL1B (ICsp = 22.418.8 puM).

5. 5. Influence du substituant sur I’azote de la pipéridine

Cette cinquieme évaluation visait a étudier I'influence de la substitution de I'azote de la pipéridine

(Tableau 7).
Lo
N N
H
TNFa IL1B
%inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé R 10uM ICso (LM) 10uM ICso (LM) (%)
(%) (%)

1 123 iBu 2312 nd 3+1 nd 90+2
2 12b CH,cPen 2610 14.7+0.9 4+1 >10 8510
3 1b Bn 34+16 13.4+2.6 514 29.442.5 110+17
4 12c 2-OMeBn 2714 nd 2+1 nd 103+2
5 12d 2-CIBn 1210 nd -6+2 nd 10741
6 12e 3-OMeBn 3415 nd 1310 nd 105+2
7 12f 3-CIBn 258 nd 419 nd 9814
8 12g 4-OMeBn 44+10 =10 6%3 nd 117413
9 12h 4-CIBn 7 nd 3 nd 120
10 12i CH,-(3-pyridine) 3310 nd 3+1 nd 97+2
11 12j CH,-(4-pyridine) 3314 nd 410 nd 10212
12 12k Phénéthyle 32+7 =11 -1+1 27.740.5 89+0

Tableau 7. Effet de la substitution de la piperidine

Viabilité > 80%  80% 2 Viabilité > 60% 60% > Viabilité

nd = non déterminé

Dans un premier temps, le groupement benzyle initialement présent sur la pipéridine a été remplacé
par des dérivés alkyles : iBu (12a, entrée 1) et CH,cPen (12b, entrée 2). Les 2 composés ainsi obtenus
ont des activités similaires sur le TNFa que notre hit de départ (RF 1431, 1b). Etant donné que le
groupement cPen a une lipophilie comparable au groupement phényle, nous pouvons en conclure
que le groupement phényle est impliqué dans une interaction de type hydrophobe avec notre cible
biologique.

Au vue de l'importance de la plateforme aryle, nous nous sommes intéressés a l'influence de sa
substitution. L’'introduction des groupements méthoxy en position 2 (12c, entrée 4) et chlore en
positions 2 (12d, entrée 5), 3 (12f, entrée 7) et 4 (12h, entrée 9) conduisent a des dérivés inactifs. Par
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contre, I'addition d’'un méthoxy en position 3 (12e, entrée 6) et 4 (12g, entrée 8) n’influence pas
I'activité sur les cytokines pro-inflammatoires. Comme précédemment, nous avons remplacé le
fragment méthoxyphényle par une pyridine. Ces dérivés de pyridines substitués en position 3 (12i,
entrée 10) et 4 (12j, entrée 11) ont la méme activité sur le TNFa que notre molécule de référence (RF
1431, 1b).

Enfin, nous avons réalisé I'effet d’homologation, en remplagant le groupement benzyle par un
groupement phénéthyle (12k, entrée 12). Cette modification est tolérée puisque I'activité inhibitrice
sur TNFa est du méme ordre de grandeur que celle de notre molécule de référence.

5. 6. Homologie (chaine aminoalkylpipéridino)

Cette sixieme étude vise a déterminer I'impact de I'éloignement de la plateforme pipéridine (Tableau
8).

()
N/)\N A \/@
H
N
TNFa IL1B
, , %inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé 10uM (%) ICso (LM) 10uM (%) ICso (LM) (%)

1 1b 0 34+16 13.4+2.6 5+4 29.4+2.5 110417
2 133 1 62+10 3.5+0.6 62+7 8+1.4 77+16
3 13b 2 686 nd 62+6 nd 77+15

Tableau 8. Eloignement de la plateforme pipéridine

Viabilité 280%  80% 2 Viabilité >60% | 60% > Viabilité

nd = non déterminé

L'éloignement de la plateforme pipéridine a été réalisé en introduisant respectivement 1 (13a,
entrée 2) et 2 (13b, entrée 3) atome(s) de carbone entre I'amine et le cycle pipéridine. Ces 2 produits
inhibent la surproduction de TNFa respectivement a 62 et 68% a 10uM, contre 34% dans le cas de la
molécule de référence (RF 1431, 1b). Cependant, contrairement a notre hit de départ, les
homologues supérieurs (composés 13a et 13b) ne sont plus sélectifs vis-a-vis d’IL1B. En effet, une
inhibition du méme ordre de grandeur a 10uM est mesurée. De plus, ces 2 composés révelent une
trés légére toxicité cellulaire, car leurs viabilités chutent a 77%.

Le changement du profil d’activité de ces molécules peut sous-entendre une modification des
mécanismes d’action impliqués.

5. 7. Variations autour du cycle pipéridine

Cette septieme évaluation avait pour but d’étudier I'influence du cycle azoté saturé (Tableau 9).
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TNFa IL1B
%inhib a %inhib a Lt
, . Viabilité
Entrée Cpsé Het 10uM ICso (UM) 10uM ICso (UM) (%)
(%) (%) ’

1 14c ‘§‘<:,|, £ 58+6  5.1#12 4438 nd 8240
2 14d ”\;Cl, 4 54t Beila 2813 nd 8343
N

3 14e 1445 nd 710 nd 91+0
4
4 1b 4-piperidine 34116 13.4+2.6 54 29.442.5 110+17
5 14a 3-piperidine 1044 nd 1+7 nd 9510
6 14b J<\(Nj 1143 nd 8+1 > nd 92+1
N*N
7 14f N4~ 66:5  65f1  53:5  93:01 105+l

Tableau 9. Effet du remplacement de la pipéridine

Viabilité 280%  80% 2 Viabilité >60% | 60% > Viabilité

nd = non déterminé

Afin d’évaluer I'importance du groupement pipéridine, celui-ci a été remplacé par divers cycles
azotés saturés, tout en respectant une distance de I'ordre de 3-4 liaisons entre les 2 azotes.

Les molécules 2-méthylpyrrolidino (14e, entrée 3), 3-pipéridino (14a, entrée 5) et 3-méthylpipéridino
(14b, entrée 6) sont inactives. Par contre les dérivés 3-pyrrolidino (14c, entrée 1), 3-
méthylpyrrolidino (14d, entrée 2) et homopipéridino (14f, entrée 7) ont une activité renforcée sur le
TNFa. Cependant, ces molécules perdent leurs sélectivités vis-a-vis d’IL1B, avec un pourcentage
d’inhibition compris entre 28 et 53% a 10 uM.

Comme précédemment, le changement du profil d’activité de ces molécules peut sous-entendre une
modification des mécanismes d’actions impliqués. Elles demeurent cependant non cytotoxiques.

5. 8. Ajout d’un troisieme substituant sur la pyrimidine

La huitieme évaluation avait pour objectif de déterminer I'impact de I'addition d’un substituant en
positions 5 et 6 (Tableau 10).
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R
| NN N
/)\
N N

H

TNFa IL1B
%inhib a %inhib a e
. , . Viabilité
Entrée Cpsé Position R 10uM ICso (LM) 10uM ICso (LM) (%)
(%) (%)
1 1b / H 34116 13.442.6 5+4 29.4+2.5 11017
2 15a 5 Me 31116 14.3+0.8 14427 >10 10013
3 15b 5 CF; 1613 nd 17+0 nd 10243
4 15c¢ 5 Et 3310 nd 14+0 nd 96+1
5 15d 6 OMe 1 nd 9 nd 117
6 15e 6 Me 5+4 nd 016 nd 109410
7 15f 6 CF; -143 nd -3+0 nd 89+1

Tableau 10. Evaluation de la tolérance stérique en position 5 et 6

Viabilité 280%  80% 2 Viabilité >60% ' 60% > Viabilité

nd = non déterminé

Afin de déterminer I'encombrement stérique en positions 5 et 6, de petits groupements ont été
introduits (Me, CF;, OMe).

L’addition de petits groupements en position 6 (15d-f, entrées 5 a 7) conduisent a des dérivés inactifs
et ceci quelque soit la nature du susbtituant. Par contre, l'introduction des petits groupements
électrodonneurs par effet inductif (Me ou Et) en position 5 est tolérée (15a et 15¢c, entrées 2 et 4 a
comparer avec 15b, entrée 3). Cette tolérance en position 5 est bénéfique pour 2 raisons : 1) établir
une interaction supplémentaire avec la cible aprés optimisation du substituant ; et 2) augmenter la
stabilité métabolique du composé.

5.9. Conclusion de I’analyse RSA

La modification du chassis moléculaire, des fragments et des groupements fonctionnels a permis de
mettre en évidence un certain nombre d’interactions spécifiques nécessaires a l'activité de la
molécule (Figure 32). L’addition d’une interaction additionnelle a permis d’améliorer I'activité et la
sélectivité de notre composé de référence (RF 1431, 1b).

) areeprine de liaison H
deleramee s THTC v

\ / inleraclivn
inleraciivn |J;|llll'l.lp|ll.l|rl.:\ NN N/\©/ Ly bl
/)\

N N

3 H \pcrumr la séluetivile TNFo/IL1B
o dirmewr de liaison H
\ pas miTeliqnd dans une i leraclivn

areeprent de liaison H

Figure 32. Interactions avec la cible biologique (pharmacophore)
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Il a d’abord été montré que l'azote en position 1 du chassis pyrimidine et que l'oxygéne du
groupement méthoxy en position para du phényle sont impliqués dans une interaction de type
accepteur de liaison hydrogene avec la cible biologique. L’azote exocyclique (NH) est quant a lui
impliqgué dans une interaction de type donneur de liaison hydrogéne. Les positions 5 du chassis
pyrimidine et 2 du groupement phényle tolérent I'ajout d’un substituant. Cependant, une géne
stérique a été mise en lumiere en position 6 de la pyrimidine. Enfin, le phényle du groupement
benzylique et le phényle en position 4 du chassis pyrimidine seraient impliqués dans une interaction
de type hydrophobe. Enfin, le groupement 4-aminopiperidine est important pour la sélectivité entre
les 2 cytokines pro-inflammatoires (TNFa et IL1PB).

6. Solubilité aqueuse

De maniere générale, il est de plus en plus courant que les nouveaux composés synthétisés a des fins
thérapeutiques présentent une trop faible solubilité aqueuse (< 0.1 mg/mL). Cette caractéristique
ameéne la contrainte non négligeable d’une faible biodisponibilité. Cela se traduit par une difficulté de
passage des composés a travers la barriere intestinale dans le cas d’une administration par voie
orale, ou par un probléme de formulation des solutions lors de I'injection par voie intraveineuse. Plus
en amont, la faible solubilité des produits dans I'’eau peut fausser les résultats des tests biologiques.
C’est pourquoi, il nous a semblé important d’étudier ce parametre pour les composés les plus actifs
résultant de notre analyse RSA (Chapitre 1.5).

Les mesures de solubilité ont été réalisées au laboratoire en utilisant un protocole similaire a celui
employé par la plate-forme PCBIS. Cette méthode dite du « flacon agité » consiste en premier lieu a
saturer 600 pL d’une solution tampon (NaCl 1/1000) avec une quantité précise de produit (3-10 mg
selon les composés). Aprés 24 h d’agitation a température ambiante, la solution est centrifugée et
dosée par HPLC UV-Vis (Figure 33).

Agitation Contrifugati Détection
20ha25°C Y LEMHTUgation HPLC UY-Vis
‘!.

= 7 2

Figure 33. Mesure de la solubilité dans I'eau par la méthode dite du "flacon agité"

La solubilité est déterminée a I'aide d’un étalonnage a 5 points (30%, 10%, 3%, 1% et 0.3%) réalisé au
départ d’une solution mere dans le DMSO (environ exactement 3 mg de produit dans 1 mL de
DMSO).

Les résultats obtenus pour les 6 composés sous forme de sel d’hydrochlorure sont représentés dans
le Graphe 1.
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Graphe 1. Valeurs mesurées de solubilités en milieu aqueux des dérivés du RF 1431 (1b)

L'introduction d’un groupement méthoxy en position para ou méta de I'aromatique porté par la
pyrimidine diminue la solubilité des composés (1h et 1j) d’un facteur 2 environ (4.7 mg/mL pour 1h a
comparer a 10 mg/mL pour notre produit de référence 1b). A 'opposé, lorsque I'on remplace le cycle
pipéridine par la pyrrolidine (14c), la solubilité augmente. Enfin, la présence d’une pyridine sur le
chassis pyrimidine (1t) ou l'introduction d’un groupement méthoxy sur le noyau benzyle (12g) ont
conduit aux produits les plus solubles de la série (> 39 mg/mL). Dans le cas du dérivé de pyridine, ce
gain de solubilité peut s’expliquer par la présence d’un site protonable. Pour ces 2 composés, la
valeur exacte de la solubilité n’a pas pu étre mesurée, car cela aurait consommé trop de matiere
premiere.

7. Traitement des douleurs neuropathiques chez la souris : résultats in
vivo

7. 1. Les douleurs neuropathiques

Les douleurs neuropathiques sont définies comme étant un syndréme neurologique apparaissant

suite a une lésion ou une maladie du systeme somato-sensoriel. Ces douleurs impliquent le systeme

I 82,83

nerveux périphérique et/ou centra Les symptomes, trés hétérogenes en fonction des patients,
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ont différentes origines : dépendants ou indépendants d’un stimulus. lls peuvent alors entrainer une
hyperalgésie (hypersensibilité a la douleur) et une allodynie (sensation de douleur a un stimulus
normalement indolore).®* Il est & noter que cette pathologie est persistante méme aprés la guérison
du nerf et des tissus environnants.®® Les principales maladies responsables de ses douleurs sont le
diabete, le cancer et des maladies infectieuses telles que le SIDA et le zona. La proportion de la
population touchée par ces douleurs est variable en fonction du pays. D’aprés I'étude réalisée en
France en 2008 par le Dr. Bouhassira, 6% de la population francaise est touchée par ces douleurs.®
Dans le reste du monde, les chiffres varient entre 1% aux Royaumes-Unis a 18% au Canada.®® Ces
douleurs neuropathiques, souvent chroniques et handicapantes pour le patient, affectent sa qualité

de vie®**¥

et s’averent difficile a traiter. En effet, les antalgiques usuels tels que la morphine sont
inefficaces face aux douleurs neuropathiques. A I’heure actuelle, les médicaments prescrits sont soit
des anesthésiques locaux comme la Lidocaine (Lidoderm®) et la Capsaicine (Qutenza®); soit des
antidépresseurs comme la Duloxetine (Cymbalta®) et I’Amitriptyline (Laroxyl®, Elavil®...) ; soit des
antiépileptiques comme la Pregabaline (Lyrica®), la Gabapentine (Neurotin®) et la Carbamazépine
(Tegretol®), c’est-a-dire des molécules initialement développées pour traiter d’autres troubles du
systeme nerveux.®® Cependant, ces médicaments ne sont pas efficaces chez tous les patients (environ
1/3) et certaines personnes interrompent leur traitement car les effets secondaires sont mal

supportés.®

A ce jour, diverses stratégies sont suivies pour découvrir de nouveaux traitements. Beaucoup de
molécules, développées agissent sur des cibles moléculaires déja identifiées, comme le systéme de
recapture des amines biogenes (comme pour les antidépresseurs tricycliques ou les inhibiteurs
sélectifs de la recapture sérotonergique), les canaux calciques (par exemple les anti-épileptiques
gabapentinoides) ou des canaux sodiques (comme pour les anticonvulsivants carbamazépine ou
phénytoine, ou pour la lidocaine). Alors que de nouvelles molécules sont développées contre ces
cibles, le bénéfice attendu (effets secondaires et/ou proportion de patients répondant aux
traitements) serait a priori limité par rapport aux traitements existants.

Divers laboratoires développent aussi des molécules ciblant les canaux « Transient Receptor
Potential Cation Channel, Subfamily V, Member 1 » (TRPV1). Ces canaux sont la cible de la capsaicine
(composant du piment) qui est I'élément principal d’un traitement topique des douleurs
neuropathiques localisées. Ces composés peuvent étre des agonistes (normalement pro-algiques,
mais conduisant a une désensibilisation secondaire de canal et a une analgésie secondaire, comme
avec la capsaicine), ou antagonistes. Etant donné que la cible de tels traitements agonistes sont
topiques mais pas systémiques, les composés sont administrés en patch par exemple. Leur utilisation
est donc limitée a des sous-types de douleur neuropathique trés localisée. Bien qu’intéressants, ces
traitements ne concernent qu’une sous-population de patients.

Une autre stratégie est basée sur le criblage de récepteurs membranaires ayant des propriétés
analgésiques directes. C'est par exemple le cas des récepteurs mu et delta des opiacés, a2-
adrénergiques, a2B4 nicotiniques, GABA-A... Dans ces cas, le bénéfice potentiel est une action
analgésique directe et rapide, mais qui ne se maintient que tant que la molécule est présente sur sa
cible dans I'organisme, soit quelques heures. Ces actions transitoires ne sont pas forcément
satisfaisantes face a des conditions pathologiques chroniques, qui durent des mois a des années,
comme c’est le cas de la douleur neuropathique.
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Certaines molécules agissant comme inhibiteurs de phosphodiestérases ont aussi été testées, ou
sont actuellement en essai clinique (propentofylline, ibudilast), mais elles font face a une limitation
de dose due a leurs effets secondaires (nausées, effets émétiques).Un essai de taille limitée suggere
une efficacité partielle de I'ibudilast a des doses produisant nausée, diarrhée et fatigue la premiere
semaine de traitement,” mais augmenter I'efficacité clinique sur la douleur de ce traitement
nécessiterait sans doute des doses plus élevées aggravant ces effets secondaires.

D’autres molécules sont aussi développées contre la Cox2 (cyclooxygénase) pour leurs propriétés
anti-inflammatoires. Si elles peuvent étre efficaces face aux douleurs inflammatoires, leur chance de
I’étre face aux douleurs neuropathiques est faible car cette condition répond mal aux anti-
inflammatoires non-stéroidiens déja existants.

Globalement, certaines de ces approches pourraient étre efficaces mais sur certains patients
seulement. ldentifier de nouveaux mécanismes d’action est donc important. Les traitements existant
nécessitent un délai thérapeutique, suggérant la présence de mécanismes de plasticité moléculaire
et cellulaire. Dans ce contexte, I'identification précise de la cascade moléculaire sous-entend que
I’action thérapeutique pourrait révéler de nouvelles cibles.

Comprendre le mécanisme d’action des traitements actuels pourrait permettre de les améliorer
et/ou d’ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques. Alors que I'effet clinique des
antidépresseurs vis-a-vis des douleurs neuropathiques soit connu depuis plus de 30 ans, il existe peu
d’informations concernant le mécanisme impliqué. C'est pourquoi, durant ces 6 derniéres années,
I’équipe du Dr. Michel Barrot a Strasbourg (UPR 3212, Institut de Neurosciences Cellulaires et
Intégratives) a recherché le mode d’action de ces médicaments dans le cadre de cette pathologie et
cela a conduit a des avancées majeures dans notre compréhension du mécansime d’action des
antidépresseurs. Cela a été notamment rendu possible par la validation d’'un modeéle murin de
douleur neuropathique dans lequel I'allodynie neuropathique (symptéme douloureux) est soulagée

par un traitement chronique, mais pas aigu, par les antidépresseurs.”*?

Le profil de réponse
pharmacologique de ce modele est en accord étroit avec les recommandations de traitement de la

douleur neuropathique en clinique humaine.

Ces études ont permis de mettre en avant le réle crucial de la composante noradrénergique de ces
médicaments pour |'action thérapeutique réalisée a travers les récepteurs 2 noradrénergiques post-
synaptiques.” Ils ont également mis en lumiére que I'action antiallodynique des antidépresseurs est
médiée par un mécanisme périphérique impliquant les ganglions rachidiens. L’'ensemble de cette
étude leur a permis de mettre en lumiére la cascade de transduction des événements moléculaires
impliqués dans la génése, I'entretien et/ou I'amplification de I'hyperalgésie qui s’installe suite a une
Iésion nerveuse, comme illustré dans la Figure 34. Ces derniéres années, des évidences cliniques et
précliniques présentes dans la littérature ont également liés les douleurs neuropathiques a la

56-60

surproduction de cytokines, telle que le TNFa, car une teneur élevée a été détectée au niveau de

la blessure chez le rat et I’étre humain.®
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Figure 34. Cascade de transduction impliquée suite a une lésion nerveuse

Pour toutes ces études, les anti-corps anti-TNFa ont prouvé leur efficacité pour le traitement de ces
douleurs sur des modeles in vivo et en clinique. Cependant, leur utilisation n’est pas appropriée pour
un usage chronique, car ces composés inhibent toute la production de TNFa. lls affectent donc le
systeme immunitaire et sa capacité a combattre les infections ou le cancer.

Au vue de ces résultats, nous avons mis en place une collaboration avec le Dr. Michel Barrot car il a
une grande expertise sur cette pathologie et possede un modele de douleur neuropathique chez la
souris tres prédictif de ce que I'on observe chez le patient souffrant de cette pathologie. Ce modele a
été validé avec les médicaments actuels montrant une certaine efficacité chez ’lhomme, comme
I'Infliximab et I'Etanercept (Figure 35).”*
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Figure 35. Efficacité d'anti-TNFa dans le modéle in vivo de douleurs neuropathiques94
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7. 2. Description du modele développé chez la souris

Le modele de douleur neuropathique développé par le groupe du Dr. Michel Barrot est basé sur le
pincement du nerf sciatique. En effet, une chirurgie est réalisée sur la patte droite de la souris afin de
placer un petit manchon pour comprimer ce nerf (Figure 36).

Figure 36. Modele in vivo des douleurs neuropathiques chez la souris

Aprés la compression du nerf sciatique, la souris développe une hyperalgésie thermale qui dure

seulement 3 semaines alors que I'allodynie mécanique reste stable pendant 2 mois.*>*%

Ainsi, notre
partenaire biologiste a privilégié I'étude de I’allodynie mécanique. Cette allodynie a été mesurée a
I'aide des filaments de von Frey (Figure 37). Pour ce test, les souris sont placées dans une cage en
plexiglas et des filaments de von Frey calibrés sont appliqués avec un poids croissant sur la plante des

pieds de chaque patte jusqu’a ce que la souris la retire.”’

Figure 37. Test des filaments de von Frey

Aprés la chirurgie, I'expérience débute aprés une période de 14-16 jours, afin de laisser I'allodynie
mécanique se développer. Puis, les souris sont divisées en 3 groupes de 3 :

- Les souris « sham »: ayant subi la chirurgie mais sans le pincement du nerf sciatique
(contréle positif)

- Les souris « cuff saline » : ayant le nerf sciatique comprimé mais non traité (controle négatif)

- Les souris « cuff » : ayant le nerf sciatique comprimé et traité avec la molécule d’intérét.

Les souris sont ensuite traitées pendant 21 jours soit par voie orale (dans I'eau de boisson en
présence de saccharine), soit par voie intrapéritonéale (IP, 2 administrations par jour).
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7. 3. Résultats obtenus

Avant de débuter ce projet, la molécule de référence RF 1431 (1b) a été testée in vivo afin de valider
son efficacité.

Sur les graphiques, la patte lésée est représentée avec des points noirs, et la patte non lésée
(controle positif) avec des points blancs. La réalisation du contréle négatif (sans traiter la souris) met
en lumiére la stabilité de I'allodynie mécanique développée suite a la compression du nerf sciatique
(Figure 38, courbe (A)). Alors qu’avec I'administration du RF 1431 (1b) par voie IP a une dose de 5
mg/kg (courbe (B)), un effet bénéfique est observé aprés 10 jours de traitement. En effet, I'intensité
de I'allodynie mécanique diminue jusqu’a disparaitre. Il est a noter que ce temps de latence de 10
jours est également observé sur ce modele en utilisant des antidépresseurs et des antiépileptiques.

Dans le but de simplifier I'administration de la molécule, le Dr. Michel Barrot a développé un
protocole par voie orale. Pour ce faire, la molécule est dissoute dans de I'eau du robinet contenant
0.2% de saccharine, un agent sucrant qui a pour objectif de masquer le golt amer putatif des
composés. Les souris s’auto-administreront le composé tout au long de la journée. Afin de vérifier les
doses journaliéres administrées, les biberons sont pesés tous les jours.

Pour valider ce nouveau protocole, le composé de référence RF 1431 (1b) a été testé a 2
concentrations : 200 pug/mL (courbe (C)) et 100 pg/mL (courbe (D)). Les souris sont pesées avant
I'expérience et au cours de I'étude, la quantité d’eau consommeée est notée pour connaitre la
consommation globale. La mesure de ces 2 parametres permet de convertir les concentrations
testées en doses en mg/kg. Pour ces 2 études, les souris ont été testées respectivement a 33 et 17
mg/kg. Dans les 2 cas, un bel effet anti-allodynique a été mis en avant. Pour les 2 expériences,
I'allodynie a également été mesurée pendant 10 jours apres I'arrét du traitement. Cependant, I'effet
anti-allodynique se dissipe immédiatement.
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Figure 38. Résultats des tests in vivo du RF 1431 (1b)

Par la suite, nos 3 composés les plus prometteurs ont été sélectionnés pour leur capacité a inhiber le
TNFa (Chapitre 1.5): 1j, 1h et 14c. Pour cette étude, il a également été choisi d’administrer les
produits par voie orale a 2 concentrations 200 et 100 pg/mL (Figure 39). Comme précédemment, le
poids des souris et la consommation globale d’'eau ont été mesurés afin de convertir les
concentrations en doses exprimées en mg/kg (comprise entre 25 et 14 mg/kg).
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Dans le cas du composé 1j, un bel effet anti-allodynique a été mis en lumiére aux 2 doses testées
(courbes (A) et (B)). Par contre, I'effet anti-allodynique est amoindri en utilisant le composé 1h, car
I’hyperalgésie provoquée par la chirurgie n’est pas réversé entierement (courbes (C) et (D)). Enfin, le
composé 14c, s’est avéré inactif a la fois a 200 pug/mL (courbe (E)) et a 100 pug/mL (courbe (F)). Cette
perte d’activité peut étre expliquée par le changement du profil d’activité du composé vis-a-vis des
cytokines pro-inflammatoire (TNFa et IL1B, Chapitre 1.5. 7 Variations autour du cycle pipéridine). Il
est donc fortement problable que la voie d’action de la molécule ait été modifiée et que celle-ci soit
inactive sur les douleurs neuropathiques.
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Figure 39. Résultats des tests in vivo des composés 1j, 1h et 14c

Il est a noter que dans le cas de tous les composés actifs, I'effet anti-allodynique se dissipe
immédiatement aprés I'arrét du traitement. Deux hypotheses peuvent expliquer ce phénomene : 1)
les produits sont insolubles ; et 2) ils présentent une mauvaise stabilité métabolique. Afin de vérifier
I'influence de la saccharine sur la solubilité des composés, nous I'avons mesurée dans ce milieu en
suivant la méme méthode décrite dans le paragraphe 6. Les résultats obtenus sont représentés dans
le Graphe 2.
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Graphe 2. Solubilité dans I'eau en présence de 2% de saccharine

Contrairement au milieu salin (paragraphe 6, page 63), dans I'eau en présence de saccharine (0.2%),
la solubilité des composés chute de maniére drastique. A titre d’illustration, en présence de
saccharine, la solubilité de 1b est de 3.3 mg/mL contre 10mg/mL en milieu salin. Etant donné que la
concentration maximale utilisée pour les tests in vivo est de 200 pug/mL, la perte d’activité n’est pas
liée a I'insolubilité des composés.

Pour vérifier la seconde hypotheése, des mesures de stabilité métabolique sont actuellement en
cours.

8. Conclusion et perspectives

Au cours de chapitre, nous nous sommes proposé de concevoir des inhibiteurs de la surproduction
de TNFa. Pour cela, notre travail s’est appuyé sur une étude topologique d’un hit identifié (RF 1431,
1b) par un criblage cellulaire.

D’un point de vue chimique, nous avons mis au point diverses méthodes de synthése, principalement
pallado-catalysées, afin d’introduire une large variété de fragments sur le chassis pyrimidine.

D’un point de vue pharmacochimique, I'ensemble des composés synthétisés (=60 molécules) a pu
étre évalué in vitro ce qui nous a permis d’établir les relations structure-activité de notre hit sur la
surproduction du TNFa et d’IL1B. La viabilité cellulaire a également été évaluée afin de contrdler la
cytotoxicité des composés étudiés. Les données obtenues ont permis de mettre en lumiére de
multiples interactions avec la cible biologique (Figure 32, page 62). En particulier, il a été montré que
seul I'azote N; du chassis pyrimidine est impliqué dans une liaison de type accepteur de liaison
hydrogéene. Il a également été possible de réaliser une interaction additionnelle en introduisant un
accepteur de liaison hydrogéne en position para du groupement 4-phényle. Sur la soixantaine de
dérivés synthétisés, nous disposons de 6 composés dont I'ICsy est de I'ordre de 10 uM, 1 de I'ordre de
4 uM et 1 inférieur au uM. Ces 8 composés sont sélectifs vis-a-vis d’IL1B et ne présentent aucun signe
de cytotoxicité.

Les composés RF 1431 (1b) et 1j sont également actifs par voie orale dans le modéle murin de
douleurs neuropathiques développé par notre partenaire, le Dr. Michel Barrot.
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Etant donné que nous travaillons avec des composés sous forme de sel, ils présentent tous une
bonne solubilité en milieu salin (= 5 mg/mL). Par contre, dans I'’eau en présence de saccharine (0.2%),
la solubilité des dérivés chutent de maniere drastique (d’un facteur 2 a 10 selon les molécules).
Cependant, ces solubilités étaient toujours supérieures aux doses utilisées pour les tests in vivo.

Ce projet, mené par le Dr. Jean-Jacques Bourguignon, fait actuellement I'objet d’un programme de
maturation avec la SATT Connectus et est donc confidentiel. Dans le cadre de ce programme, des
études complémentaires sur les molécules actives vont étre réalisées afin de 1) déterminer la (ou les)
cible(s) impliquée(s) dans I’activité biologique, mais également 2) d’évaluer la stabilité métabolique
des composés.
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Chapitre 2.  Développement de dérivés de pyridin-2-yl
guanidines (RF 0913 et RF 0522) comme inhibiteurs de TNFa
pour le traitement des douleurs neuropathiques et

I'inflammation (approche phénotypique et moléculaire).
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Chapitre 2. Développement de dérivés de pyridin-2-yl guanidines (RF 0913 et RF 0522) comme inhibiteurs de TNFa pour le
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Ce chapitre 2 se focalise autour du deuxieme hit, le RF 0913 (2a) mis en évidence lors du criblage
pour la recherche de petites molécules anti-TNFa. Le RF 0913 (2a) présente dans sa structure
chimique une fonction guanidine. Compte-tenu de [I'importance du motif guanidine en
pharmacochimie, mais aussi du savoir faire en synthése du laboratoire dans ce domaine, nous avons
démarré une étude topologique autour de ce hit. Nous discuterons de la démarche que nous avons
suivie et I'évaluation pharmacologique dans les douleurs neuropathiques. Enfin, le passage de
I"approche phénotypique a une approche moléculaire sera discuté avec la recherche d’inhibiteurs de
MSK1.

1. Etat de la littérature des dérivés de guanidines

Une aryl ou hétéroaryl guanidine porte toujours une fonction chimique basique protonable, malgré
la délocalisation plus ou moins marquée des doublets de I'azote guanidinium vers le cycle
aromatique. Ce groupement fonctionnel a la particularité d’étre protoné a pH physiologique (pH =
7,41). Ce groupement permet ainsi de réaliser différents types d’interactions avec une cible
biologique : 1) une interaction électrostatique grace a la charge électronique ; et 2) des liaisons de
type donneurs d’hydrogenes directes ou médiées par une molécule d’eau via les 5 hydrogénes
disponibles ; mais aussi 3) des interactions de type transfert m électronique avec un systeme
aromatique.98

Dans le cadre de ces travaux de these, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux
dérivés de pyridin-2-yl guanidines. Ces dérivés peuvent présenter deux conformations différentes :
syn et anti (Figure 40). La conformation de type syn est stabilisée par la présence d’une liaison
hydrogene intramoléculaire. En effet, une étude DFT réalisée par I'équipe du Dr. Rozas, a montré que
le minimum absolu correspond a I'une des géométries de la configuration syn, qui est 30 kJ.mol™ plus
stable que la géométrie minimale de la conformation anti.”’

[
| X NH P
AN —— "
: i
H SN NH,
H
anti syn
AE = 31.0 kJ.mol"! AE = 0.0 kJ.mol"!

Figure 40. Conformation anti et syn possible des dérivés de pyridin-2-yl guanidinesgg

Ces systemes guanidines ont déja fait I'objet de développements moléculaires a visée thérapeutique.
Les domaines concernés sont trés variés, comme illustré dans le Tableau 11.
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Entrée Structure Groupe thérapeutique Mécanisme d’actions
Jel
1 100,101 o NJ\NH, Anti-émétique 5HT;, a2B, a2C
H
MD-354
NH
21027104 P§ Antidépresseur Antagoniste o,R
N NH,
H
HN: NH
| s Modulateur du signal de
105 Agent pour le diabéte de . e
3 NT TNH tvoe || transduction de l'insuline
P par les sécrétagogues
Cl
[e]
S
Médi t lyti _ .
4% N |camen.onc.0y.|que Inhibiteur Urokinase (uPA)
cl Agent de cicatrisation
= NH
<
N NH,
10 cl _ | NH Anti-hyperalgésique Antagoniste des récepteurs
S AN NPFF
N H NH2>
Gl08 NZ | j\ D Anti-inflammatoire Inhibiteur de la 5-
NN NS Anti-rhumatismale lipoxygénase
Timegadine (Phase Ill)
Tableau 11. Exemples d'activités biologiques de dérivés de guanidines et dihydroquinazolines
2. Projet pharmacochimique autour du RF 0913 et du RF 0522

Le second hit sélectionné dans le cadre de mon travail de thése, le RF 0913 (2a), possede également

une structure trés simple : un chassis pyridine et 2 décorations, une guanidine en position 2 et un

groupement phényle non substitué en position 4. Malgré cette simplicité, ce hit a tout de méme une
ICsq prometteuse de 1.19£0.03 uM sur le TNFa avec un début de sélectivité sur IL1B (ICso = 5.79£0.38
UM). Etant donné que ce hit présente de nombreuses possibilités d’optimisation structurale, une

étude topologique (Figure 41) a été réalisée afin d’établir des relations structure-activité permettant

d’optimiser la structure du hit de départ.
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Effet de sub=ilhoiisn
du phArge

@ Diplpsmerl
du pharme C
Impn-tam:r:

de la quaniire
Rigidificalion de la /V - )\
liaison hydrrg&nn HJ

RF 0913
Figure 41. Modifications structurales envisagées autour du RF 0913

Au cours de cette optimisation structurale, nous avons étudié :

1- la position du phényle

Afin de définir la position optimale du phényle initialement en position 4 (Figure 42), il a été déplacé
successivement en position 3 (composé 44), 5 (composé 45a) et 6 (composé 46a).

\3

— | 44
z

N NH

HN)\NHZ

5

4 — ] X NH 45a

X NH I _ J]\

| J]\ N N NH,
H

S NH

g I I~ JI\
R N H NH, 46a

Figure 42. Déplacement du groupement phényle

Z

N N NH,
H

RF 0913 (2a)

Parallelement a ce travail de RSA autour du RF 0913 (2a), nous avons également réalisé une étude
topologique autour de I'isomeére 46a et ceci pour 2 raisons : 1) 46a a montré une activité inhibitrice
intéressante de la protéine kinase MSK1 (Chapitre 2.7 Passage d’une approche phénotypique a une
approche moléculaire : développement d’inhibiteurs de MSK1, page 99); et 2) les méthodes de
synthéses sont identiques.

2- |'effet de substitution du groupement phényle

Le groupement phényle a été substitué afin d’optimiser localement son interaction avec la cible
biologique. Pour le choix des substituants, nous avons réalisé une étude systématique mais nous
nous sommes également inspirés de la méthode semi empirique de Topliss (Chapitre 1.3, page 39).
Ainsi, nous avons introduit des groupements électrodonneur (OMe) et électroattracteurs (Cl et/ou
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CF;) sur les positions 2, 3 et 4 (Figure 43). Cette étude a été réalisée en paralléle sur les phényles en
positions 4 (composés 2a-h), 5 (composés 45a-g) et 6 (composés 46a-r) de la pyridine.

N N
H

RF 0913 (2a)

NH,

—

R

I\ NH

N N NH,

I

Iz

2b, R=2-CIPh
2¢, R =2-OMePh
2d, R = 3-CIPh
2e, R = 3-OMePh
2f, R = 4-CIPh
2g, R = 4-OMePh
2h, R = 4-CF3;Ph

45b, R = 2-CIPh
45c, R = 2-OMePh
45d, R = 3-CIPh
45¢, R = 3-OMePh
45f, R = 4-CIPh

45g, R = 4-OMePh
45h, R = [4wnalfiyk

46b, R = 2-FPh 461, R = 4-CIPh

46c, R = 2-CF4;Ph
46d, R = 2-MePh
46e, R = 2-CIPh
| 46f, R = 2-OMePh
Z 46g, R = 2,3-Cl,Ph
R N N NHz  46h, R=2,4-Cl,Ph
46i, R = 2,5-Cl,Ph
46j, R = 3-CIPh

I

46m, R = 4-OMePh
46n, R = 4-CF;Ph

460, R = #[iprelnli
46p, R = 3-furane

46q, R = 2-hanzrdnruna
46r, R = i-pip#ndine
46s, R=Bn

46t, R = A WAl

46k, R = 3-OMePh
Figure 43. Effet de substitution du phényle en positions 4,5 et 6

3- l'importance de la guanidine

Afin d’évaluer I'importance de la basicité de la fonction guanidine, un atome d’azote a été remplacé
par un soufre, afin de former les dérivés de thiourées correspondants (Figure 44, composés 2i et

46u).

R4 Rq
| A NH - . | X s
Z =
Ry N N NH, R5 N N NH,

2i,Ry=PhetRy=H
46u, Ry =Het R, =Ph

RF 0913 (2a), Ry = Ph et R, = H
46a,R; = Het R, = Ph

Figure 44. Importance de la fonction guanidine

4- larigidification de la guanidine

Le dérivé de 2-guanidinopyridine présente une liaison hydrogéene intramoléculaire entre I'azote
endocylique de la pyridine et un hydrogéne de la fonction guanidine. Cette liaison hydrogéne permet
ainsi de former conceptuellement un bicycle (Figure 45). Afin de vérifier s’il s’agit de la conformation
active et former une molécule plus drug-like et innovante, cette liaison hydrogene a été rigidifiée,
formant les dérivés de 2-aminodihydroquinazolines (composés 47a-i). Les homologues inférieurs et
supérieurs des bicycles ont également été préparés, conduisant respectivement aux dérivés de 2-
aminobenzimidazoles (composés 48a-k) et 2-aminodihydrobenzodiazépines (composés 49a-b).
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Ry N

J\
N NH
H 2

483, R;=H,R,=HetRy=H
48b,R; =H,R,=PhetR;=H
48¢c,R;=H,R,=2CIPhetR; =H
48d, R, =H, R, = 2-OMePh et R; = H
48¢,R;=H,R,=3-CIPhetR;=H
481, R, =H, R, =3-OMePh et R; =H
489, R, =H, R, =4-CIPh et Ry = H
48h, R, = H, R, =4-OMePh et Ry = H
48i,R;=H,R,=HetR; =Ph

Ry
®
=
Ry N NH
)
1
H 2\
SN NH,
Ry R,
Ry /N Ry '<
HN~< >\NH2
NH, NH

47a,R;=HetRy=H
47b,R;=H et R, =Ph

47¢, R, =H et R, = 2-CIPh
47d, R, = H et R, = 2,3-Cl,Ph
47¢, R, =H et R, = 2,5-Cl,Ph
47, R; = H et R, = 2-OMePh
47g,R, =Het R, = 4-CIPh
47h, R, = H et R, = 4-OMePh
47i,R,=PhetRy,=H

49a, R; =H et R, = Ph
49b, R, =PhetR,=H

48j, R = H, R, = H et R; = 2-OMePh
48k, R;=Ph,R,=HetR;=H

Figure 45. Analogues rigidifiés mimant la liaison hydrogéne intramoléculaire

3. Syntheése des dérivés du RF 0913 (2a) et du RF 0522 (46a)

3. 1. Synthese des dérivés de pyridin-2-yl guanidines

3.1.1. Introduction d’un groupement aryle ou hétéroaryle en position 3, 4,5 et 6

Nous avons été amenés, au cours de ce travail, a développer 2 stratégies de synthése pour |'acces
aux composés guanidinopyridines substitués 2, 44-46 comme cela est illustré dans le Schéma 14.
L'ensemble des dérivés d’aminoguanidines synthétisées au cours de ce travail est reporté dans le
Tableau 12.

MBcthades 1a et 1b

X
aoub Ar c
T —

N~ NH,
51,3-Ar
52, 4-Ar
X 53, 5-Ar A A NBoc eouf X NH .
X P — 54, 6-Ar L AT _ )]\ — e Ar _
N" NH, N N7 SNHBoc NT N7 N
50a, X = 3-Br N 56, 3-Ar 44,3-Ar
50b, X = 4-Br ¢ x NBoc d 57, 4-Ar 2,4-Ar
50c, X = 5-Br L _ )J\ 58, 5-Ar 45,5-Ar
50d, X =6-Cl N N NHBoc 59, 6-Ar 46, 6-Ar
50e, X=6.Br  Nlcthade 2 H
55a, X =4-Br
55b, X = 6-Cl

®ArB(OH), (1.2 equiv.), Pd(PPh;); (5 mol%), Na,CO; (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,O (5:1:1), 120°C, 2h; bArB(OH)z (1.2
equiv.), Pd(OAc), (10 mol%), S-Phos (20 mol%), K,CO; (4.0 equiv.), MeCN :H,0 (1:1), 100°C, 2-16h; °N,N’-diBoc-S-
methylisothiourée (1.0 equiv.), HgCl, (1.1 equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h; dArB(OH)2 (1.2 equiv.), Pd(OAc), (6
mol%), X-Phos (7 mol%), Cs,CO; (2.5 equiv.), nBUOH :H,0 (4:1), 50°C, 16h; °HCl, Et,0, ta, 5h; TFA:DCM (1:1), ta, 1h;
*Rendement sur 2 étapes ; #Sel de HCl.

Schéma 14. Préparation des dérivés de 2-guanidinopyridine
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Rendements (%)

Entrée Cpsé X Méthode Position Ar 51-55 56-59 2,44-46
_____ 1 4 3B 1 3 Ph 8 27 77"
2 2a  4-Br 1b 4 Ph 71 74 76"

3 2b  4-Br 2 4 2-CIPh 85 67 29"

4 2c  4-Br 1b 4 2-OMePh 66 62 61
5 2d  4-Br 2 4 3-CIPh 85 72 45"

6 2e  4-Br 1b 4 3-OMePh 72 77 59*

7a 2f  4-Br 1b 4 4-CIPh 26
7b 2f  4-Br 2 4 4-CIPh 85 66 68"

8 28 4-Br 1b 4 4-OMePh 72 78 63"
_____ 9 . 2h 4B b 4  4CRPh 67 66 41"
10 45a  5-Br 1a 5 Ph 91 66 91
11 45b  5-Br 1a 5 2-CIPh 75 78 75
12 45¢  5-Br 1a 5 2-OMePh 100 70 95
13 45d  5-Br 1a 5 3-CIPh 76 77 84
14 45e¢  5-Br la 5 3-OMePh 73 69 86
15 45f  5-Br la 5 4-CIPh 69 77 66
16 45g 5Br . la 5 4-OMePh 7 5 65
17a  46a 6-Cl la 6 Ph 92 83 77
17b  46a 6-Cl la 6 Ph 80"
18a  46b  6-C la 6 2-FPh 93 88 81

18b  46b  6-Cl 2 6 2-FPh 40

19 46c  6-Cl la 6 2-CF3Ph 88 71 74
20 46d  6-Cl la 6 2-MePh 90 98 92
21a  46e 6-Cl la 6 2-CIPh 59 92 70
21b  46e  6-Cl 2 6 2-CIPh 36 73"
22 a6f  6-Cl 1a 6 2-OMePh 86 80 83
23 46g  6-Br 1a 6 2,3-Cl,Ph 64 89 60
24 46h  6-Br 1a 6 2,4-Cl,Ph 75 95 57
25 46i  6-Br 1a 6 2,5-Cl,Ph 81 97 91
26a 46j 6-Cl 2 6 3-CIPh 86 80 33
26b 46j 6-Cl 2 6 3-CIPh 42*
27 46k  6-Cl 2 6 3-OMePh 86 42 99
28 a6l  6-Cl 2 6 4-CIPh 86 / 33*
29  46m  6-Cl 2 6 4-OMePh 86 94 79
30 46n  6-Cl 2 6 4-CF;Ph 86 85 98
31 460 6-C la 6 4-Pyridine 85 68 100
32 46p  6-Cl 2 6 3-Furane 86 44 80
33 46q 6-Cl 2 6 Benzofuran-2-yl 86 47 71

Tableau 12. Rendements obtenus lors de la synthése des dérivés

Une premiere méthode met en jeu I'aminopyridine halogénée 50 comme précurseur de choix pour
I'introduction d’aromatiques ou d’hétéroaromatiques diversement substitués. Pour ce faire, nous
avons fait appel a la réaction de Suzuki-Miyaura a I'aide des acides boroniques commerciaux. Par la
suite, une réaction de guanylation en présence de HgCl, et de SMe-isothiourée est effectuée. En
derniere étape, nous avons déprotégé les groupements Boc en milieu acide (HCl ou TFA) pour
accéder aux dérivés attendus 2, 44-46. Il est a noter que les déprotections a I'aide d’"HCI conduisent a
des rendements plus faibles que celles a I'aide de TFA, car la conversion de la réaction n’est pas
totale et la purification en phase inverse en présence de 0.05 % d’HCl est moins efficace.
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Plusieurs conditions réactionnelles ont été utilisées lors de la réaction de Suzuki-Miyaura et ces
conditions sont directement liées a la position de I’"halogénure sur le noyau pyridine. En effet, il a été
montré dans la littérature qu’au départ d’une amidine possédant une fonction NH, non protégée,

109,110
En

I’efficacité du cycle catalytique dépend directement du pK, du réactif halogéné (Schéma 15).
particulier, en présence d’'un hétérocyle basique (pKs>5), une chélation du métal avec les azotes
endo et exocycliques se produit, induisant un ralentissement du cycle catalytique (Figure 46). Afin

d'® a développé un systeme

d’inhiber cette chélation de I'amidine, le groupe du Pr. Buchwal
catalytique mettant en jeu du Pd(OAc), (10 mol%) et du S-Phos (20 mol%), un ligand chélatant enrichi
dans un milieu MeCN:H,0 (Méthode 1b, Schéma 14). Lorsque I'amidine est moins basique pK,<5, la
formation de la liaison C-C a été effectuée en utilisant le tetrakis (Pd(PPhs)s) dans un milieu
toluene/EtOH/H,0 avec des rendements variant entre 59 et 100% (Méthode 1a). A titre
d’illustration, au départ de la 4-bromoaminopyridine 50b, [I'utilisation de [I'acide 4-
méthoxyphénylboronique (Tableau 12, entrée 8) en présence de Pd(OAc),/S-Phos a permis d’isoler le
composé 52g avec un rendement de 72% apres purification. Un résultat similaire (Rdt = 85%) a été
obtenu avec I'acide 2-chlorophénylboronique 52b (entrée 3). Cependant, en mettant en jeu I'acide 4-
chlorophénylboronique, ces mémes conditions ont conduit au dérivé attendu 52f avec un rendement
de 26% (entrée 7a). A coté de la formation du produit souhaité, un produit secondaire 52f issu de la
formation simultanée des liaisons C-C et C-N est isolé avec un rendement de 72% (Schéma 16). Ce
faible résultat nous a encouragé a développer une deuxieme méthode de formation des composés 2
(Méthode 2, Schéma 14).
L X
L—pd

Ligand riche | i
entlazTors — Rapide
X / N NHZ \ Ar
» »
p Z
N

NH, X N NH,
Lent

/NH
\y

Pd
L/ \L

Figure 46. Influence de la nature du ligand pour la réaction de Suzuki-Miyaura avec les dérivés 2-aminopyridines

(of]
Cl (of]
® ® ® [
= = = =
Cl N NH, N NH, N NH, N NH,
PKa 2,8 4,5
4,14 4,67* 5,72*
I >
v
Basicité mratsranta
Candians PdiFFh;3), PdiLnas],/S-Phos

Schéma 15. Basicité des dérivés de 2-aminopyridines

*Valeur de pK, estimé par SciFinder
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Br 4 SIS Iy,
Fe iz, S-Phos,
X CSzCO3 | |
p CH30N H,0 N
N NH

N"  'NH, 100°C, 16h N 2
50b 52f, 26% 52f, 72%

Schéma 16. Formation du produit secondaire lors de la réaction de Suzuki-Miyaura mettant en jeu la 2-aminopyridine
50b et I'acide 4-chlorophénylboronique

En particulier, pour cette Méthode 2, nous avons inversé I'ordre des réactions et avons effectué en
premier la réaction de guanylation. Les dérivés aminoguanidines ont par la suite été impliqués dans
une réaction de Suzuki-Miyaura utilisant le X-Phos en présence de Pd(OAc), et Cs,CO; dans un
mélange nBuOH/H,O a 50 °C. Ces conditions douces de réaction décrite dans la littérature,™**
permettent de conserver les groupements Boc de la guanidine. De plus, contrairement a la Méthode
1, cette stratégie est convergente du fait que l'aryle est introduit en derniere étape. Sous ces
conditions, la réaction de Suzuki-Miyaura au départ de la 4-bromoaminopyridine 50b et de |’acide 4-
chlorophénylboronique a été obtenue avec un rendement de 66% (entrée 7b). Cependant, cette
réaction présente des limites. A titre d’illustration, la mise en jeu d’un acide boronique encombré
(substitué en ortho) avec la 6-bromopyridine 50e donne des rendements inférieurs a 40% (entrées
18b et 21b).

3.1.2. Introduction d’un groupement pipéridino en position 6

La synthése de la 2-guanidino-6-pipéridinopyridine 46r est réalisée en 5 étapes, comme illustré dans
le Schéma 17.

X X
N a | b | c
| > = = >

—_—
NN o N7 N el o O N~ NHBoc "
28 60 61
X X NBoc X NH
| q | o | TFA
—_— —
N~ N NH N7 SN N OB N7 NN e
2 g7 H oc 82% H 2
54k TFA 59r 46r

®Piperidine (1.0 equiv.), K3PO, (4.0 equiv.), dioxane, 105°C, 36h ; bNHzBoc (1.1 equiv.), Pd(OAc), (3 mol%), XantPhos (6
mol%), Cs,CO; (1.5 equiv.), dioxane, 70°C, 4h ; “TFA:DCM (1:1), ta, 2h ; dN,N’-diBoc-S-methyIisothiourée (0.95 equiv.), HgCl,
(1.1 equiv.), NEt; (5.4 equiv.), DCM, ta, 16h.

Schéma 17. Préparation du composé 2-guanidine-6-piperidinopyridine 46r

La premiere étape est une réaction de substitution nucléophile aromatique (SyAr) au départ de la
2,6-dichloropyridine 28. Une réaction de Buchwald-Hartwig en présence de Pd(OAc), et de XantPhos
dans le dioxane, permet d’introduire en position 2 le groupement tert-butylcarbamate avec un
rendement de 83%. Une déprotection en milieu acide conduit a I'intermédiaire clé 54k sous la forme
d’un sel de TFA avec un rendement quasi-quantitatif. Puis, une réaction de guanylation est réalisée
en présence de HgCl, pour former I'intermédiaire 2-guanidino-6-piperidinopyridine protégé 59r avec
un rendement modeste de 57%. Enfin, une déprotection des groupements Boc dans un mélange
équivolumique TFA:DCM permet de former le produit désiré 46r avec un rendement de 82%.
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3.1.3. Introduction d’un groupement benzyle en position 6

La synthése de la 6-benzyl-2-guanidinopyridine a été réalisée en 3 étapes, comme illustré dans le
Schéma 18.

S a RS b | A NBoc c | A I
| Pz | Pz Z )]\ Z )]\
Br N NH, 99% N NH, 29% N 'NI NHBoc 98% N 'NI NH,
541 59s 46s

50e
®B-Benzyl-9-BBN (2.0 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), S-Phos (10 mol%), K;PO, (3.0 equiv.), THF, 100°C, 1.5h ; bN,N’-diBoc-S-
methylisothiourée (1.0 equiv.), HgCl, (1.1 equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h ; “TFA:DCM (1:1), ta, 1h.

Schéma 18. Préparation du dérivé de 6-benzyl-2-guanidinepyridine 46s
Une réaction de Suzuki-Miyaura mettant en jeu la 2-amino-6-bromopyridine 50e et le dérivé B-
benzyl-9-BBn en présence du couple Pd(OAc),/S-Phos permet de former le produit de couplage 54l
avec un rendement quasi-quantitatif."*> Comme précédemment, la réaction de guanylation suivie

d’une étape de déprotection des fonctions Boc en milieu acide permet d’aboutir au produit 46s
souhaité.

3.1.4. Introduction d’un groupement phénéthyle en position 5 ou 6

La synthese des homologues phénéthyles substitués en position 5 ou 6 a été réalisée en 4 étapes,
comme illustré sur le Schéma 19.

N a — N b N
Br _ —_— — _ —— Z
N NH, N NH, N NH,

50c, 5-Br 53h, Position 5 53i, Position 5
50e, 6-Br 54m, Position 6 54n, Position 6
X NBoc X NH
.TFA
~—> Z )]\ s Z )]\
N N NHBoc N N NH,
H H
58h, Position 5 45h, Position 5
59t, Position 6 46t, Position 6

Rendements (%)

Entrée Cpsé Position 53n-54m  53i-54n 58h-59t 45h-46t
1 45h 5 43 49 80 43
2 46t 6 90 63 88 56

®phénylacetyléne (1.0 equiv.), PdCl,(PPhs), (6 mol%), Cul (7 mol%), NEt; (3.6 equiv.), MeCN, 100°C, 3h ; (b) Pd/C (10 mol%),
H, (70 psi), ta, 24h ; (c) N,N’-diBoc-S-methylisothiourée (0.95 equiv.), HgCl, (1.1 equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h ; (d)
TFA:DCM (1:1), ta, 1h.

Schéma 19. Préparation des dérivés de 2-guanidine-5/6-phénethylpyridine 45h et 46t

Une réaction de Sonogashira au départ de la 2-aminopyridine bromée correspondante (50c et50e) et
du phénylacetylene est réalisée en présence de PdCl,(PPh;), et de Cul comme catalyseurs dans
I'acétonitrile a 100°C pour former respectivements les intermédiaires 53h et 54m. Une
hydrogénation catalytique de la fonction alcyne conduit aux intermédiaires clés 53i et 54n. Enfin, une
réaction de guanylation et une déprotection des groupements Boc en milieu acide donnent acces aux
dérivés 2-guanidino-phénéthylpyridines 45h et 46t.
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3. 2. Syntheése des dérivés de N-pyridyl thiourée

La syntheése des dérivés de N-pyridyl thiourée substituée en position 4 et 6 est réalisée au départ des
intermédiaires clés 2-amino-4/6-phénylpyridine 2i et 46s en 2 étapes, comme illustré dans le Schéma
20.

S S o]
N e @‘Q M ey D
Z
> N N N Z )I\
N NH, H H N H NH,
52a, Position 4 62, Position 4 2i, Position 4
54a, Position 6 63, Position 6 46u, Position 6

Rendements (%)

Entrée Cpsé Position 62-63 2,46
1 2i 4 74 60
2 46u 6 97 36

®Isothiocyanate de benzoyle (1.1 equiv.), THF, 70°C, 14h ; NaOH (3.0 equiv.), EtOH:H,0 (1:1), 80°C, 1.5h.

Schéma 20. Préparation des dérivés de N-pyridyl thiourée 2i et 46s

Une premiére réaction de SyAr mettant en jeu la 2-amino-4/6-phénylpyridine (52a/54a) et
I'isothiocyanate de benzoyle permet d’introduire le groupement thiourée N-benzoylé avec des
rendements respectifs de 74 et 97% selon la position de I'aromatique (Schéma 20). Puis, une
déprotection du benzoyle en milieu basique conduit aux dérivés de thiourées correspondants 2i et
46s. |l est a noter que le faible rendement obtenu pour le composé 46u résulte d’une perte du
produit lors de la purification sur chromatographie en phase inverse. Ce rendement n’a pas été
optimisé.

3. 3. Syntheése des dérivés de 2-aminodihydroquinazolines

Différentes méthodes de préparation des dihydroquinazolines ont été décrites dans la littérature,
comme illustré dans la Figure 47. Ceci résulte du fait que ces dérivés de guanidines cycliques ont été
étudiés pour différentes propriétés pharmacologiques, par exemple comme antidépresseurs (ligands
des 5HT3),'*™ anti-Alzheimer (inhibiteur de béta-Sécrétase)™™®
psychiatriques (antagonistes SHT5A/5HT7).'*

ou pour les désordres

NBoc
Voie A Voie C
NH, N N NHBoc
BrCN )l\ Ly 12771 H
NH, H NH, 1714~k X
X=0OHouCl
Voie B Redu_ction
partielle
|N
A )\
N NH,

Figure 47. Différentes voies de synthése des dérivés de 2-aminodihydroquinazolines
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La voie A consiste a cyclocondenser un dinucléophile 1,5, la 2-aminobenzylamine 64a a I'aide d’un
diélectrophile 1,1, le BrCN."’ Ces conditions de réactions permettent de former de maniere efficace
le dérivé de 2-aminodihydroquinazoline non substitué 48a sous la forme d’un sel de HBr avec un
rendement de 60% (Schéma 21).

NH, .HBr

Z
I
N
Iz

64a 48a

®BrCN (1.5 equiv.), toluéne, 110°C, 4h.

Schéma 21. Synthése du dérivé de 2-aminodihydroquinazoline non substitué 48a

La voie B met en jeu une hydrogénation partielle de dérivés de quinazolines sous I'action du
triéthylsilane et du TFA. Cette hydrogénation partielle a été décrite dans la littérature™® et nécessite
cependant au préalable la préparation de la quinazoline substituée non commerciale.

Enfin, la voie C utilise comme précurseur de choix la 2-chlorométhylphénylguanidine pour réaliser
une cyclisation intramoléculaire par Mitsunobu ou par substitution nucléophile. Cette derniere
stratégie a plus particulierement été développée au laboratoire compte-tenu de la grande
accessibilité commerciale des anthranilates substitués.

Le choix de la méthode utilisée pour nos constructions des dihydroquinazolines dépend 1) de la
disponibilité des matieres premieres commerciales et 2) de la position et la nature des substituants
sur le noyau benzylique.

3.3.1. Introduction d’un groupement phényle en position 7

L'introduction d’un phényle en position 7 utilise comme précurseur de choix le 5-chloroanthraliate
d’éthyle 66a comme illustré dans le Schéma 22.

i ® ®
b c d
—— —— —
NH 81% 68% 86%
2
NH,
o

O OR
OH

65a, R=H
’ a, quant.
66a, R = Et <2 _ 68a

® ® ®
H NJ\

OH NHBoc H NH, .HCI

69a 70 48k

®H,S0, (10.7 equiv.), EtOH, 90°C, 4h ; bPhB(OH)z (1.2 equiv.), Pd(OAc), (2 mol%), X-Phos (4 mol%), Cs,CO; (1.7 equiv.),
nBUOH:H,0 (4:1), 50°C, 16h; LiBH, (4.0 equiv.), THF, 70°C, 5h; dN,N'-diBoc-S-methyIisothiourée (0.95 equiv.), HgCl, 1.1
equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h ; °SOCl, (40.0 equiv.), DCM, 50°C, 2.5h ; fHel 37%, Et,0, ta, 6h.

Schéma 22. Préparation du composé de 7-phényldihydroquinazoline 48k
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Une premiére réaction de Suzuki-Miyaura mettant en jeu le couple Pd(OAc),/X-Phos en présence de
carbonate de césium dans un milieu nBuOH/H,0 a 50 °C** permet d’isoler I'ester 67a avec un
rendement de 81% apres purification. Il est a noter que ces conditions de réactions sont efficaces du
fait que I'ester n’a pas été saponifié. L'utilisation de LiBH, conduit a I'alcool correspondant 68a de
maniere quasi-quantitative. L'action de SMe-isothiourée avec HgCl, a permis d’obtenir le dérivé
guanidino protégé 69a avec un rendement de 86%. Nous avons par la suite soumis le composé 69a
aux conditions de Mitsunobu (DIAD et PPh;3) de maniére a obtenir 'aminoquinazoline 48k, mais sans
succes. C'est pourquoi, nous avons activé I'alcool en chlorure correspondant a I'aide de SOCI, afin de
réaliser la cyclisation intramoléculaire pour former I'intermédiaire monoBoc 70. Un traitement par
HCl a donné naissance au composé attendu 48k avec un rendement de 79% sur 2 étapes.

3.3.2. Introduction d’un groupement aromatique en position 6

3.3.2.1. Introduction du phényle non substitué

Au départ de I'acide 4-bromoanthranilique 65b, la réaction de Suzuki-Miyaura a été réalisée dans
I’eau en présence de Pd(OAc), et absence de ligand a 95 °C selon un procédé de la littérature.’™ Un
traitement par LiAlH,; a permis d’isoler I'alcool benzylique 68b avec un rendement quasi-quantitatif
pour les 2 étapes. Comme précédemment, I'amine est guanylée en présence de HgCl, pour former
notre intermédiaire clé 69b. Enfin, une activation de I’alcool benzylique a I'aide de SOCI, permet la
cyclisation intramoléculaire aboutissant au produit désiré 48i avec un rendement de 36% sur 2
étapes (Schéma 23).

Br. CI CI
a b
—_— —_—
NH, 95%

NH; sur 2 étapes NH,

O OH OH
65b 67b 68b

c NBoc d, e
—- S
70% 36% N

N NHBoc
" A

OH N NH, .TFA
69b 48i
phB(OH), (1.1 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%), Na,CO; (3.0 equiv.), H,0, 95°C, 16h ; "LAH (2.5 equiv.), THF, ta, 12h ; N,

diBoc-S-methylisothiourée (0.95 equiv.), HgCl, 1.1 equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h ; dSOC|2 (40.0 equiv.), DCM, 50°C,
2.5h; °TFA:DCM (1:1), ta, 1h.

Schéma 23. Formation du composé 6-phényldihydroquinazoline 48i

3.3.2.2. Introduction du dérivé 2-méthoxyphényle

Dans le cas du dérivé 2-methoxyphényle, il a été choisi d’utiliser la voie de synthése A (Figure 47,
page 83) en 4 étapes, comme illustré dans le Schéma 24.
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I O
a b
—_— E—
NH, 92% NH, 70%
CN CN

! 72a

®NIS (1.0 equiv.), DMF, ta, 16h ; bPhB(OH)z (1.2 equiv.), Pd(PPh3), (5 mol%), Na,COs3 (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,0 (5:1:1),
120°C, 2h ; “BH;.SMe, (2.0 equiv.), THF, reflux, 2h.

Schéma 24. Formation du composé 6-(2-méthoxyphényl)dihydroquinazoline 48j : Voie A

Une réaction d’iodation mettant en jeu le 2-aminobenzonitrile 71 et le NIS est réalisée
régiosélectivement en position para de la fonction amine'® avec un rendement de 92%. Puis, une
réaction de Suzuki-Miyaura dans les conditions conventionnelles (Pd(PPhs),) permet d’introduire le
groupement 2-méthoxyphényle. Une réduction du groupement cyano a l'aide du complexe
BH5.SMe,™*! permet de former notre intermédiaire clé 2-aminobenzylamine 64j avec un rendement
de 72%. Enfin, I'’étape clé de cyclocondensation a 'aide de BrCN n’a pas abouti. Nous avons observé
la formation de produits polaires non identifiés. C'est pourquoi, nous avons construit au préalable la
quinazoline 76a convenablement substituée (Voie B) comme décrit dans le Schéma 25.

Br.

H (o}

74a 75a 76a

2-OMePhB(OH), (1.2 equiv.), Pd(PPh3), (5 mol%), Na,COj3 (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,0 (5:1:1), 120°C, 2h ; PCarbonate de
guanidine (1.25 equiv.), DIEA (2.5 equiv.), NMP, 150°C, 16h ; “Et;SiH (2.45 equiv.), TFA (4.96 equiv.), DCM, ta, 16h.

Schéma 25. Formation du dérivé 6-(2-méthoxyphényl)dihydroquinazoline 48] : Voie B

La premiere étape a consisté a réaliser une réaction de Suzuki-Miyaura sur le 5-bromo-2-
fluorobenzaldéhyde 74a en présence de Pd(PPhs), pour former l'intermédiaire 75a avec un
rendement de 87%. Une seconde réaction mettant en jeu le carbonate de guanidine permet
d’introduire la fonction guanydine par SyAr de I'atome de fluor. Puis, une cyclisation intramoléculaire
avec la fonction aldéhyde permet de former directement I'intermédiaire quinazoline clé 76a’* avec
un rendement de 18%. Ce faible rendement peut étre expliqué par la faible solubilité du dérivé
quinazoline, qui a probablement cristallisé lors de la purification sur gel de silice. Enfin, une réduction
partielle du cycle pyrimidine a I'aide d’EtsSiH permet d’isoler le produit souhaité 48j avec un
rendement de 54%.""®

3.3.3. Introduction d’un groupement phényle en position 5

Cette synthese met en jeu le dérivé anthranilate 65c¢ selon la voie C (Schéma 26).
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- /O\
Cl NBoc
A LI
77 — O N~ “NHBoc

cl (o]
C d e
Br NH, ——> NH, ———> NH, —
99% 94%
o OR o OEt OH cl O

65¢c, R=H 67c 68c

» b, 78% 3
66c, R=Et :I ; JN\

(o) NHBoc

78, 56%

H
OH
69¢c

4,50, (10.7 equiv.), EtOH, 90°C, 16h; °Etl (1.5 equiv.), NaH (1.5 equiv.), DMF, ta, 2 jours; “2-CIPhB(OH), (1.2 equiv.),
Pd(PPhs), (5 mol%), Na,CO5 (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,0 (5:1:1), 120°C, 2h ; “LiBH, (4.0 equiv.), THF, 70°C, 5h; °N,\'-
diBoc-S-methylisothiourée (0.95 equiv.), HgCl, 1.1 equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h.

Schéma 26. Utilisation de la voie C : formation de la benzo oxazine 78

Une premiere étape d’estérification en milieu acide a conduit de maniére inattendue au dérivé
décarboxylé 77. Par contre, par action de NaH et d’iodure d’éthyle, I'ester 66¢ a été obtenu avec un
rendement de 78%. L'utilisation du palladium tetrakis (Pd(PPhs),) dans les conditions classiques de
Suzuki-Miyaura a permis d’introduire le fragment 2-chlorophényle avec un rendement de 94% (67c).
La réduction de la fonction ester a I'aide de LiBH,; permet d’isoler I’alcool benzylique 68c de maniere
quasi-quantitative. Enfin, lors de la réaction de guanylation, le produit souhaité 69c n’a pas été isolé.
Nous avons observé une cyclisation intramoléculaire spontanée entre I'alcool benzylique et la
guanidine protégée, formant un dérivé de benzoxazine 78 avec un rendement de 56%. La structure
du composé a été confirmée par spectrométrie de masse et par RMN. Sur le spectre RMN du 'H de
cette molécule, le groupement CH, résonne sous la forme d’un systeme AB a 4.89 et 5.06 ppm. Au
vue de ces résultats, nous avons changé notre stratégie en construisant au préalable la quinazoline
76b (voie B). La synthese est décrite dans le Schéma 27.

cl cl cl
a b c
Br F ————> F ———> N —_— N
87% 35% | 53% J\
X
H o H (o} N NH, N NH, .TFA
74b 75b 76b 48c

#2-CIPhB(OH), (1.2 equiv.), Pd(PPh;), (5 mol%), Na,CO; (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,0 (5:1:1), 120°C, 2h ; ®Carbonate de
guanidine (1.25 equiv.), DIEA (2.5 equiv.), NMP, 150°C, 16h ; “Et;SiH (2.45 equiv.), TFA (4.96 equiv.), DCM, ta, 16h.

Schéma 27. Formation du dérivé 5-(2-chlorophényl)dihydroquinazoline 48c : Voie B

Une réaction de Suzuki-Miyaura mettant en jeu le 2-bromo-6-fluorobenzaldéhyde 74b et I'acide 2-
chlorophénylboronique en présence de Pd(PPhs), permet d’obtenir I'intermédiaire 75b avec un
rendement de 87%. Une cyclocondensation thermique a 'aide de carbonate de guanidine a 150°C” a
permis d’isoler le dérivé quinazoline 76b avec un rendement médiocre et non optimisé de 35%.
Enfin, 'hydrogénation partielle du cycle pyrimidine™® a I'aide d’Et;SiH et de TFA permet d’isoler le
produit désiré 48c avec un rendement global pour les 3 étapes de 16%. Au vue du faible rendement
global de cette stratégie et de [Iintérét pharmacologique de ces dérivés 5-phényl-
dihydroquinazolines, il a été décidé d’optimiser la méthode de synthése de ces composés. Pour cela,
une troisieme stratégie basée sur la voie de synthése A (Figure 47) a été employée, comme illustré
dans le Schéma 28.
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cl cl Cl
a b c N
I NH, 87% O NH: ™96, O NHz o O J\
CN CN NH. u N Hz .HBr
73c 64c 48c

2
72b

¥2-CIPhB(OH), (1.2 equiv.), Pd(PPhs), (5 mol%), Na,CO; (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,0 (5:1:1), 120°C, 2h ; bBH3.SMe2 (2.0
equiv.), THF, reflux, 2h ; “BrCN (1.5 equiv.), toluéne, 110°C, 4h.

Schéma 28. Formation du dérivé 5-(2-chlorophényl)dihydroquinazoline 48c : Voie A

Au départ du 2-amino-6-iodobenzonitrile 72b, une réaction de Suzuki-Miyaura a I'aide du palladium
tetrakis (Pd(PPhs),;) a conduit au produit de couplage 73c avec un rendement de 87%. Puis une
réduction du groupement cyano a 'aide du complexe BH;.SMe,"*! permet de former I'intermédiaire
diamino 64c de maniére quasi-quantitative. Enfin, la cyclisation a I'aide de BrCN'"” permet d’isoler le
dérivé de dihydroquinazoline souhaité 48c avec un rendement global de 57%. Au vue de
I"amélioration significative du rendement global avec cette stratégie de synthése, les dérivés de 5-
aryldihydroquinazolines diversement substitués ont été préparés par cette derniere méthode
(Schéma 29).

R R
a R b c X
—_— —_— \ AN —_— X N
| NH, 87% @/@\N"h 96% @/@\NHZ 68% O/%\
4
CN 7 CN = NH, H NH, .HBr

72b 73b-h 64b-h 48b-h

Rendements (%)

Entrée Cpsé R 73 64 48
1 48b H 91 89 47
2 48d 2-OMe 80 70* 70
3 48e 3-Cl 94 75 49
4 48f 3-OMe 87 71 65
5 48g 4-Cl 88 73 79
6 48h 4-OMe 92 76 15

Schéma 29 Préparation des dérivés de dihydroquinazolines substituées en position 5, composés 48

*AlCl5 (3.0 equiv.), LAH (12.0 equiv.), THF, ta, 22h.

Il est a noter que dans le cas de la 5-(2-méthoxyphényl)dihydroquinazoline 48d, il est nécessaire de
modifier les conditions de réduction du groupement cyano. En effet, I'étape de cyclocondensation a
I'aide de BrCN a conduit a la formation de produits secondaires polaires qui n‘ont pas été
caractérisés. De ce fait, la dihydroquinazoline souhaitée 48d n’a pu étre isolée avec une pureté
satisfaisante (> 95%). Afin de pallier a ce probleme, I'étape de réduction a été réalisée a I'aide de LAH

122

en présence d’AlCI;™ avec un rendement de 70%.

3. 4. Synthése des dérivés de 2-aminobenzimidazoles

Les homologues inférieurs, 2-aminobenzimidazoles, ont été préparés en 3 étapes, comme illustré
dans le Schéma 30.
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Q= DR OO,

NHz HBr
79a, X = 3-Br 80 81 47
79b, X = 4-C|
Rendements (%)
Entrée Cpsé Conditions X R 80 81 47
la 47b a 3-Br H 48
1b 47b b 3-Br H 81 100 74
2 47c a 3-Br 2-Cl 87 100 48
3 47d a 3-Br 2,3-Cl, 64 100 31
4 47e a 3-Br 2,5-Cl, 46 100 61
5 47f a 3-Br 2-OMe 84 98 54
6a 47g a 3-Br 4-Cl 17
6b 47g b 3-Br 4-Cl 78 68 49
7 47h a 3-Br 4-OMe 66 86 71
8 47i a 4-Cl H 93 81 63

Schéma 30. Formation des dérivés de phénylbenzimidazoles 47

*RPhB(OH), (1.2 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%), S-Phos (20 mol%), K,CO; (4.0 equiv.), MeCN :H,0 (2:1), 100°C, 3-16h;
bRPhB(OH)z (1.2 equiv.), Pd(PPhs), (5 mol%), Na,CO; (3.0 equiv.), Toluéne:EtOH:H,0 (5:1:1), 120°C, 2h; “Sn (2.63 equiv.),
HCl 37%, EtOH, 0-80°C, 1h; 9BrCN (1.5 equiv.), toluéne, 110°C, 4h.

Une premiere réaction de Suzuki-Miyaura au départ des dérivés 2-nitroaniline halogénés 79a-b
permet d’introduire les groupements aryles diversement substitués. Pour cela, plusieurs conditions
réactionnelles ont été utilisées. En particulier, la mise en jeu du couple Pd(OAc),/S-Phos s’est
montrée efficace pour la plupart des acides boroniques utilisés (Schéma 30, entrées 2 a 5, 7, 8).
Cependant, l'action des acides phénylboronique ou 4-chloro-phénylboronique a donnée des
rendements faibles de 48 et 17% respectivement (entrées 1a et 6a). Dans ces 2 cas, nous avons
observé la présence du di-adduit 80ba et 80ga résultant de I'attaque de I'aniline sur le bromoaryle
suivi de la formation de la liaison C-C a 'aide de I'acide boronique (Schéma 31). L'utilisation de
Pd(PPhs),;, mettant en jeu un ligand moins enrichi en électrons empéche la formation du di-adduit et
les composés attendus ont été obtenus avec des rendements supérieurs a 80% (entrées 1b et 6b). La
réduction du groupement nitro a I'aide d’étain en milieu acide permet de former les dérivés diaminés
correspondants avec des rendements compris entre 68 et 100%. Enfin, une cyclisation a I'aide de
BrCN permet d’isoler les dérivés de 2-aminobenzimidazoles 47 souhaités.

q HFILGLIL,,
Hdjlvwch, S-Phos,
C82003
Br NH, MeCN H,0
NO, 100°C, 3h

79a 80b, R=H :40% 80ba, R=H : 30%
80g, R=Cl: 17% 80gb, R=Cl : 52%

Schéma 31. Formation d’un produit secondaire lors de la réaction de Suzuki-Miyaura mettant en jeu la 3-bromo-2-
nitroaniline et les acides phényl- et 4-chlorophénylboroniques

3. 5. Syntheése des dérivés de 2-aminodihydrobenzo-1,3-diazépine

Les dérivés de dihydrobenzodiazépines 49a-b ont été synthétisés en 6 étapes, comme illustré dans le
Schéma 32.
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5
Br
Br a b c
; NO, 3 NO, > NH,
NO,
OH OH OH

82a, Position 3 83a, Position 3 84a, Position 3 85a, Position 3
82b, Position 5 83b, Position 5 84b, Position 5 85b, Position 5§

_OPA_joRy, | O

N N
»\NHBoc \)\NHZ .HCI
NH

NBoc
86a, Position 3 87a, Position 6 49a, Position 6
86b, Position 5§ 87b, Position 8 49b, Position 8
Entrée Cpsé Position 83 84 85 86 49
1 49a 6 77 91 100 98 49*
6 49b 8 75 92 99 78 43*

Schéma 32. Formation des composés de dihydrobenzodiazépines

®CH,0 (1.0 equiv.), Triton B (6.6 mol%), DMSO, 90°C, 2h ; bPhB(OH)z (1.1 equiv.), Pd(OAc), (2 mol%), TBAB (1.0 equiv.), K,CO3
(2.5 equiv.), H,0, 70°C, 3h; “Pd/C (10 mol%), H, (60 psi), MeOH, ta, 12h; dN,N’-diBoc-S-methyIisothiourée (0.95 equiv.),
HgCl, (1.1 equiv.), NEt; (4.4 equiv.), DCM, ta, 16h ; °DIAD (2.0 equiv.), PPh; (2.0 equiv.), THF, ta, 3h; HCI 4.0N dans du
dioxane, ta, 16h ; *Rendement sur 2 étapes.

Les dérivés 6-bromo et 4-bromo-2-nitrotoluéne 82 sont mis en réaction en présence de
paraformaldéhyde et de Triton B dans le DMSO, conduisant aux dérivés phényléthanol 83 avec des
rendements respectifs de 75 et 37% apres purification sur colonne de silice (Schéma 32). La seconde
étape est une réaction de Suzuki-Miyaura réalisée a I'aide de Pd(OAc), et en I'absence de ligand, dans

12 Sous ces

un milieu aqueux en présence d’'un catalyseur et d’un transfert de phase (TBAB).
conditions, les intermédiaires 84 sont isolés avec des rendements respectifs de 81 et 91% en fonction
de la position du phényle. Une hydrogénation catalytique de la fonction nitro, suivi d’'une réaction de
guanylation a l'aide de la SMe isothiourée, permet de former les intermédiaires clés 86. Par la suite,
une réaction de Mitsunobu intramoléculaire permet de former le chassis benzo-dihydroquinazoline
87. Enfin, une déprotection des groupements Boc en milieu acide permet d’aboutir aux dérivés de

dihydroquinazolines 49 souhaités.

4. Analyse RSA autour du RF 0913 (2a)

Les différents composés synthétisés ont été testés in vitro pour leur activité inhibitrice sur les
cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL1B. Une mesure de la viabilité cellulaire a été également
réalisée. Comme précédement, ces tests ont été réalisés par la plateforme PCBIS (UMS 3286). On
donne dans les tableaux les pourcentages d’inihibition a 10uM pour le TNFa et IL1B, ainsi que la
viabilité cellulaire. Pour les molécules les plus actives, les valeurs d’ICso seront également reportées.

4. 1. Etude de la position du phényle

Cette premiére évaluation vise a déterminer I'impact de la position du phényle sur I'activité de la
molécule (Tableau 13).
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R
6 S

TNFa IL1B
. . %inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé R 10uM (%) ICs0 (UM) 10uM (%) ICs0 (UM) (%)
1 44 3-Ph 11 ns 1 ns 108
2 2a 4-Ph 67 1.240.1 91 5.810.4 72
3 45a 5-Ph -9 ns -1 ns 97
4 46a 6-Ph 18 18.6+0.9 3 >30 100

Tableau 13. Influence de la position du phényle sur le chassis pyridine

Viabilité > 80%  80% 2 Viabilité > 60% 60% > Viabilité

ns = non significatif

Notre composé de référence, le RF 0913 (2a) présente un pourcentage d’inhibition sur le TNFa de
67% avec une ICsp de 1.1920.03 uM et une viabilité de 67%. Cependant, ce composé n’est pas sélectif
vis-a-vis d’IL1B et présente pour cette cytokine une ICs, de 5.79+0.38 uM. Enfin, la position du
phényle semble critique du fait que le déplacement du phényle en positions 3, 5 et 6 conduit a des
produits inactifs.

4. 2. Influence de la nature de la substitution du phényle

Dans un deuxieme temps, nous avons voulu évaluer la possibilité de substitution des pyridines
guanidines sur le phényle en position 4 mais aussi en positions 5 etu 6 (Tableau 14). Cette
exploration aromatique devrait permettre de préciser les substitutions optimales sur cette partie
aromatique de la molécule.

4.2.1. Substitution du phényle en 4

On peut tout d’abord constater une perte totale de I'activité inhibitrice TNFa mais aussi IL1pB, lorsque
I’on introduit un groupement accepteur de liaison hydrogéne (OMe) en position ortho du phényle
(entrée 3). Cependant, lorsque le reste méthoxylé est déplacé en position méta ou para (entrées 5 et
7), on restaure I'activité inhibitrice de ces composés avec un pourcentage d’inhibition a 10 uM pour
TNFa du méme ordre de grandeur que notre hit de référence (RF 0913, 2a). De plus, la présence en
position méta du méthoxy inverse la sélectivité pour IL1B avec un pourcentage d’inhibition de 29%
contre 91% pour notre hit (comparer les entrées 1 et 5). Enfin, ce composé 2e présente une viabilité
cellulaire de 66%, toujours comparable a notre molécule de référence contre 34% pour son
régioisomere 2g (entrée 7). La substitution du phényle par un chlore est tolérée quelque soit sa
position sur I'aromatique (entrées 2, 4 ou 6), avec une activité inhibitrice similaire sur TNFa
comparée au hit de référence. Par contre, le profil de sélectivité par rapport a IL1B varie. En
particulier, lorsque le chlore est introduit en ortho du phényle, le pourcentage d’inhibition sur IL1B
diminue a 23% contre 91% pour le RF 0913 (2a). Cependant, il est important de noter que pour ces 3
dérivés, la viabilité cellulaire chute de maniére drastique, mettant en avant un effet cytotoxique des
molécules. Le remplacement du chlore en position para par un CF; donne des résultats similaires
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(comparer les entrées 6 et 8). Les inhibitions mesurées sur les cytokines pro-inflammatoires seraient
donc biaisées par la mort des cellules, ne produisant plus de TNFa et d’IL1B.

R
N NH
I Z
N N NH,
TNFa IL1B
. . -, %inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé Position R 10uM (%) ICso (UM) 10uM (%) ICso (UM) (%)
1 2a 4 H 67 1.2+0.1 91 5.810.4 72
2 2b 4 2-Cl 65 nd 23 ns 42
3 2c 4 2-OMe 10 ns -1 ns 99
4 2d 4 3-Cl 64 nd 53 nd 38
5 2e 4 3-OMe 56 nd 29 ns 66
6 2f 4 4-Cl 69 nd 97 nd 24
7 2g 4 4-OMe 69 nd 86 nd 34
R R 2h A ACR £ S nd ! 98 nd L 24
9 45a 5 H -9 ns -1 ns 97
10 45b 5 2-Cl 82 nd 96 nd 55
11 45c 5 2-OMe 56 7.7+0.9 4 ns 78
12 45d 5 3-Cl 52 5.5+0.5 8 ns 94
13 45e 5 3-OMe 25 nd 4 ns 116
14 45f 5 4-Cl 72 nd 97 nd 23
_______ 15 4 5 4OMe 58  nd 48 nd |34 |
16 46a 6 H 18 18.6+0.9 3 ns 100
17 46e 6 2-Cl 47 19.2+1.9 9 ns 74
18 46f 6 2-OMe 7 ns 1 ns 106
19 46j 6 3-Cl 74 nd 80 nd 40
20 46k 6 3-OMe 7 ns 2 ns 104
21 46l 6 4-Cl 72 nd 77 nd 35
22 46m 6 4-OMe 27 nd -6 ns 94
Tableau 14. Influence de la substitution du phényle en positions 4, 5 et 6
Viabilité >80%  80% > Viabilité >60% | 60% > Viabilité
nd = non déterminé, ns = non significatif
4.2.2. Substitution du phényle en position 5

Comme mentionné dans le paragraphe 4. 1, le déplacement du phényle de la position 4 a la position
5 conduit a un composé inactif (comparer les entrées 1 et 9). Cependant, I'introduction des
substituants adéquats peut restaurer I'activité inhibitrice. En particulier, I'introduction d’'un atome de
chlore en ortho (45b, entrée 10) ou para (45f, entrée 14) conduit a des composés d’activités
inhibitrices similaires (45f) voir supérieur (45b) pour TNFa et II13 mais avec une cytotoxicité plus
importante (55 et 23% respectivement). Lorsque le substituant chlore est en position méta (45d,
entrée 12), on obtient un composé d’activité 5 fois moindre sur TNFa avec cependant un début de
sélectivité pour IL1B (8% a 10uM) et une bonne viabilité cellulaire (94%).
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Cette étude a également montré la possibilité de substitution du phényle en 5 par un reste méthoxy
en ortho (45c, entrée 11). En effet, cette substitution permet d’inhiber le TNFa a 56% a 10uM avec
une sélectivité pour IL1B (4% a 10uM) et une viabilité cellulaire de 78%. Enfin, le déplacement du
méthoxy en méta (45e, entrée 13) ou para (45g, entrée 15) conduit respectivement a un composé
totalement inactif ou cytotoxique.

4.2.3. Substitution du phényle en 6

Comme précédemment, le déplacement du phényle de la position 4 a la position 6 conduit au
RF 0522 (46a) qui est 10 fois moins actif que notre hit départ (RF 0913, 2a). Aucun bénéfice n'a été
observé lorsque I'on introduit un chlore en position ortho (46e, entrée 17). Enfin, le déplacement du
chlore en positions méta (46j, entrée 19) et para (46l, entrée 21) permet d’avoir une inhibition des
cytokines TNFa et IL1B comparable a notre molécule de référence RF 0913 (2a). Cependant, dans les
2 cas, la viabilité cellulaire chute drastiquement a 40 et 35% respectivement. Enfin, I'introduction
d’un groupement électro-donneur (OMe) dans les positions 2 (46f, entrée 18), 3 (46k, entrée 20) et 4
(46m, entrée 22) conduit a des composés inactifs.

Le composé de référence RF 0913 (2a) est puissant mais présente une cytotoxicité qui pourrait
expliquer les effets anti-cytokines observés expérimentalement. On remarque aussi que tous les
dérivés substitués plus puissants sont aussi plus cytotoxiques, a I'exception des dérivés 5-aryles 45c¢
(R=2-OMe) et 45d (3-Cl).

4. 3. Dérivé de la thiourée

La troisieme évaluation vise a préciser I'importance de la guanidine sur I'activité pro-inflammatoire
(Tableau 15).

| X X
N/ N NH
H 2
TNFa IL1B
. , %inhib a %inhib a Viabilité

Entrée Cpsé X 10uM (%) ICso (LM) 10uM (%) ICso (LM) (%)
1 2a NH 67 1.2+0.1 91 5.840.4 72
2 2i S 4 ns -1 ns 86

Tableau 15. Influence de la basicité du composé

Viabilité > 80%  80% 2 Viabilité > 60% 60% > Viabilité

ns = non significatif

Le remplacement de la fonction basique guanidine par une fonction neutre thiourée conduit a un
dérivé inactif. Ce résultat montre I'importance de la guanidine dans I'activité anti-inflammatoire. Ceci
peut étre expliqué par les interactions multiples de la guanidine (interactions de type électrostatique
combinées avec un systéme accepteur/donneur de liaisons hydrogénes) au sein du site de fixation
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mais également par les spécificités structurales amenées par la liaison hydrogéne intramoléculaire
présentée précédemment.

4. 4. Analogues cycliques du RF 0913 (dihydroquinazolines et homologues)

La conception et la synthese des analogues rigidifiés pourraient apporter des informations
supplémentaires sur la conformation active des composés. Ainsi, une maniére de rigidifier serait
d’introduire la guanidine dans un hétérocycle de 5, 6 ou 7 maillons. De plus, cette rigidification peut
mimer la possibilité de liaison hydrogéne intramoléculaire entre I'azote de la pyridine et un des NH
de la guanidine® (Figure 45, page 78).

Les résultats in vitro pour les différents bicycles synthétisés sont présentés dans le Tableau 16.

‘<NH
=
NH,
R R7
e 6 48b, R = 5-Ph
= 48i, R = 6-Ph
I X E— |N —_— T s IN 48]!, R = E-UMcPh
48k, R = 7-Ph
P ,
N NH ( n N)\NHz N)\NHZ
Ao — . H
SN NH,
za &
n=2
e 8
O 49b
N
\>\NH2
NH
TNFa IL1B
, , %inhib a %inhib a Viabilité
Entrée Cpsé n R 10uM (%) ICso (LM) 10uM (%) ICso (LM) (%)
R S a7 O __5Ph 5 ns______° 3 ns_____._ 114
2 48b 1 5-Ph 7 ns 0 ns 111
3 48i 1 6-Ph 22 nd nd 90
4 48] 1 6-(2-OMe)Ph 13 ns 1 ns 126
- 48k 1 7P 6 1.0£01 CE R 3.740.2 . 81
6 49b 2 8-Ph -7 ns -4 ns 100

Tableau 16. Mimétisme de la liaison hydrogéne intramoléculaire potentielle : accés aux systémes bicycliques 47-49

Viabilité 280%  80% 2 Viabilité >60% | 60% > Viabilité

nd = non déterminé, ns = non significatif

Parmi tous les composés synthétisés, la 2-amino-dihydroquinazoline 48k, portant un phényle en
position 7 est le seul produit actif avec une ICsy de 1.0+0.1 uM pour TNFa et 3.740.2 pour IL1B et une
viabilité cellulaire de 81% (48k, entrée 5). Ce composé est comparable a notre hit de référence. Ce
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résultat valide I’'hypothese de la liaison hydrogene intramoléculaire dans la conformation active du
hit de départ. Le déplacement du phényle de la position 7 a la position 6 conduit a un produit inactif
(48i, entrée 3). Ce dérivé peut étre comparé au résultat obtenu avec le composé 45a (Tableau 13,
entrée 9). Cependant, de maniere surprenante, I'effet bénéfique du 2-méthoxy observé pour le
composé 45c (Tableau 13, entrée 11) n’est pas retrouvé dans la série cyclique. En effet, le composé
48] (Tableau 16, entrée 4) est inactif. Le déplacement du phényle en position 5 conduit également a
un composé totalement inactif (48b, entrée 2), alors que I'analogue ouvert (pyridine guanidine) 46a
avait une activité modeste avec une ICsy de 18.6+0.9 uM sur le TNFa (Tableau 13).

Enfin 'homologue inférieur (n = 0, 47i, entrée 1), mais aussi 'hnomologue supérieur (n = 2, 49b,
entrée 6) sont tous les deux inactifs. L’hypothése pouvant étre avancée pour expliquer I'inactivité de
ces 2 composés est la position du phényle qui n’est probablement pas placé de maniere optimale
dans la poche de la cible et de ce fait ne peut pas établir les interactions spécifiques avec la cible
biologique.

4.5. Conclusion de I’analyse RSA autour du RF 0913 (2a)

Cette étude RSA a mis en lumiere I'importance de la position du phényle en position 4 de la pyridine
(RF 0913, 2a) comme inhibiteur de la surproduction de TNFa. Des effets bénéfiques de la substitution
aromatique ont été observés avec l'introduction d’un chlore, méthoxy ou CF;, mais les produits qui
en résultent se sont révélés cytotoxiques. C'est pourquoi I'étude topologique a été arrétée a ce
stade. Il est cependant intéressant de noter qu’il est possible de rigidifier la liaison hydrogene
intramoléculaire du RF 0913 (2a) pour former un chassis bicyclique plus innovant: la
dihydroquinazoline, sans modifier le profil d’activité sur les cytokines pro-inflammatoires.

Enfin, les 2 meilleures molécules (RF 0913 (2a) et 48k), mises en lumiere lors de I’étude topologique,
ont été testées sur des modeles in vivo (Chapitre 2.6 Traitements de I'inflammation et des douleurs
neuropathiques chez la souris : résultats in vivo). Ces 2 hits (RF 0913 (2a) et 48k) ont été testés chez
notre collaboratrice, Dr. Nelly Frossard (UMR 7200, Pharmacologie de I'inflammation), sur un modele
d’inflammation allergique des voies aériennes. Son homologue cyclique, 48k, a quant a lui également
été tésté sur le modele de douleur neuropathique chez notre partenaire, le Dr. Michel Barrot. C’'est
pourquoi, au préalable, nous avons été amenés a mesurer la solubilité en milieu salin (NaCl 1/1000)
des ces 2 composés en utilisant la méthode décrite précédemment (Chapitre 1.6 Solubilité aqueuse,
page 63).

5. Détermination de la solubilité aqueuse des composés d’intéréts dans la
série
Comme illustré dans la Figure 48, le RF 0913 (2a) présente une solubilité aqueuse de 2,66 mg/mL.

Comme attendu, le passage de pyridine guanidine a dihydroquinazoline augmente la solubilité (48k,
3.83 mg/mL).
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[solubilité] 3
mg/mL  ,
2
® 3
2

2a 48k

RF 0913 (2a) 48k Composés

Figure 48. Solubilité dans I'eau des composés RF 0913 (2a) et 48k sous forme de sel d’hydrochlorure.

6. Traitements de I'inflammation et des douleurs neuropathiques chez la
souris : résultats in vivo

6.1. Traitement de I'inflammation pulmonaire sur un modeéle murin avec la pyridine RF
0913 (2a)

6.1.1. Présentation du modele

Le modele d’inflammation aigué des voies aériennes développé par notre partenaire est représenté
dans la Figure 49.

Le composé testé est solubilisé dans une solution saline contenant 5% de DMSO puis est injecté a
une dose de soit 30 mg/kg, soit 5 mg/kg par voie i.p. a une souris male de 9 semaines de souche
C57BI/6. Une heure aprés cette injection, 1 pug de LPS est administré a la souris par voie intra nasale
(i.n.). Le LPS injecté va provoquer une réponse inflammatoire, se traduisant par une augmentation du
nombre de neutrophiles, macrophages et lymphocytes, mais également par une surproduction de
TNFa. Aprés une période de 24 heures, un lavage bronchoalvéolaire (BAL) est réalisé."** Pour ce faire,
les souris sont sacrifiées. Aprés une trachéotomie, dix lavages successifs avec du sérum physiologique
sont réalisés. Aprés centrifugation du liquide récolté pour éliminer les globules rouges, les cellules
inflammatoires (neutrophiles, macrophages et lymphocytes) sont comptées et le TNFa est mesuré

par a un test ELISA.

J-1 JO J1
| | 24 heures |
I I I
Injection par voie Injection par voie Lavage
IP du RF 0913 IN du LPS bronchoalvéolaire
(30mg/kg)

Figure 49. Modéle d'inflammation des voies aériennes
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6.1.2. Résultats obtenus avec le RF 0913 (2a)

Au début du projet, la molécule RF 0913 (2a) a été testée a une dose de 30 mg/kg afin de valider
I’hypothése de départ. Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 50.
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Figure 50. Résultats du test in vivo de RF 0913 (2a) sur un modéle d'inflammation du poumon a 30 mg/kg. (A)
Neutrophiles ; (B) Lymphocytes ; (C) Macrophages ; (D) TNFa

Les controles négatifs (solution saline avec 5% de DMSO) sont représentés en noir, et RF 0913 (2a) en bleu.

Dans la Figure 50, les controles négatifs (injectés uniquement avec la solution saline avec 5% de
DMSO) sont représentés en noir, et les souris traitées avec le RF 0913 (2a) sont en bleus. D’abord,
nous pouvons observer que sans I'action du LPS, I'injection de RF 0913 (2a) ne modifie pas les taux
basaux en neutrophiles, lymphocytes, macrophages et TNFa, ce qui sous entend que le RF 0913 (2a)
n’a pas d’effet propre. Par contre, apres I'injection du LPS, le RF 0913 (2a) bloque respectivement de
93 et 100% le recrutement des neutrophiles (courbe (A)) et des lymphocytes (courbe (B)). Notre
molécule de référence inhibe également la totalité de la surproduction en TNFa, avec un retour au
taux basal (courbe (D)). Cependant, aucun effet n’est observé sur les macrophages (courbe (C)). Il est
a noter que dans ce modele, les macrophages ne sont pas les marqueurs de I'inflammation les plus
représentatifs. En effet, leurs réles majeurs sont de controler I'état de santé des souris testées, qui
doivent avoir un taux compris entre 2 et 3.10°.

Par la suite, nous avons voulu faire une étude comparative entre les molécules RF 0913 (2a) et 48k
issue de notre étude topologique. Pour cela, ces 2 molécules ont été testées sur le méme modele
décrit ci-dessus. Nous avons cependant choisi de baisser la dose administrée, car le composé 48k a
montré des signes de toxicité a 30 mg/kg (hanches creusées, dos vouté, yeux mi-clos, déplacements
lents et limités). Ainsi, I'étude a été réalisée a une dose de 10 mg/kg, donné en 2 prises égales : la
premiere 1 heure avant l'injection de LPS et la seconde 10 heures aprés. Les résultats obtenus sont
représentés dans la Figure 51.
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Figure 51. Résultats du test in vivo de RF 0913 (2a) et 48k sur un modeéle d'inflammation du poumon a 10 mg/kg. (A)
Neutrophiles ; (B) Lymphocytes ; (C) TNFa

Les controles négatifs (solution saline avec 5% de DMSO) sont représentés en noir, RF 0913 (2a) en gris foncé et 48k en gris
clair.

Dans la Figure 51, les contrdles négatifs sont représentés en noir, les souris traitées avec le RF 0913
(2a) en gris foncé et celles traitées avec 48k en gris clair. Nous pouvons tout d’abord voir qu’en
diminuant la dose d’un facteur 6, le RF 0913 (2a) présente toujours une activité inhibitrice sur le
recrutement de neutrophiles, lymphocytes et sur la surproduction de TNFa, cependant celle-ci est
amoindri (environ 80% contre une action quasi-totale a 30 mg/kg). A cette dose, la molécule 48k
présente un beau profil d’inhibition. En effet, elle réduit de 62% le recrutement des neutrophiles et

de 63% celui de lymphocytes. Le composé 48k inhibe également la production du TNFa d’un facteur
2.

6. 2. Traitement des douleurs neuropathiques chez la souris a I'aide du composé 48k

En utilisant le modéle de douleur neuropathique chez la souris décrit précédemment (Chapitre 1.7. 2
Description du modele développé chez la souris, page 68), le composé 48k a été testé en utilisant
une injection quotidienne par voie i.p. a 2 doses : 1 et 5 mg/kg.

Comme illustré dans la Figure 52, le dérivé 48k montre un bel effet anti-allodynique au bout d’une

dizaine de jours de traitement (courbe (B)). Cet effet est retardé lorsqu’on diminue la dose a 1 mg/kg
(courbe (A)).

98



Chapitre 2. Développement de dérivés de pyridin-2-yl guanidines (RF 0913 et RF 0522) comme inhibiteurs de TNFa pour le

traitement des douleurs neuropathiques et I'inflammation (approche phénotypique et moléculaire).

{A) (B)

1 mglkg, n=3 O 16 mglkg, n=4 .
] : | =
- T AL &y 1 )
' — 1 ) % ! i ———
| * = [
[ : o 0® ?

Pressure {g]

°
e ¥ W

BPT 5101520 B PT 5 10 15 20
Time {days) Time (days)

Contrale positif
® Soyris traité avec 48K

Figure 52. Résultats du test in vivo sur les douleurs neuropathiques chez la souris

Il est a noter que ce composé a été testé avant la mise en place du protocole par voie per-os
(solubilisation du produit dans de I’eau du robinet en présence de 0.2% de saccharine).

7. Passage d’une approche phénotypique a une approche moléculaire :
développement d’inhibiteurs de MSK1

7. 1. Introduction

Comme décrit précédemment (Chapitre 1.1.6.1, page 29), l'une des voies impliquées dans la
production de TNFa est celle via le complexe NF-kB. Dans le but d’identifier la cible moléculaire de
nos composés, nous nous sommes intéressés aux cibles impliquées dans cette cascade. En
particulier, le Dr. Nelly Frossard (UMR 7200) a émis I’hypothése d’un réle de la kinase nucléaire MSK1
dans l'inflammation (asthme) et dans le rejet chronique du greffon apres transplantation pulmonaire
(bronchiolite oblitérante). Cette kinase est particulierement intéressante, car elle est située en aval
de la voie de transduction et joue un réle important dans l'inflammation. En effet, MSK1 est
responsable de la phosphorylation de la sous-unité p65 de NF-kB, nécessaire a sa liaison au site kB du
promoteur des genes pro-inflammatoires et a leur transcription. Cette hypothése a été validée a
I'aide d’un inhibiteur connu de MSK1 (composé H89, 7.3.4 Les inhibiteurs connus de MSK1, page 107)
qui réduit lI'inflammation dans des modeles murins d’asthme et de bronchiolite oblitérante par
allotransplantation hétérotopique de trachée. Un criblage d’une petite chimiothéque de composés
ayant un maximum de diversité structurale a mis en lumiere le RF 0522 (46a), un dérivé de pyridine
guanidine prometteur avec une ICso de 17.9+3.9 uM. A titre de comparaison, le Fasudil, un inhibiteur
de référence de MSK1, a une IC5y de 4.5 uM sur cette kinase. De maniére inattendue, le RF 0913 (2a,
notre hit de référence dans le projet autour des inhibiteurs de TNFa) c’est avéré inactif sur MSK1,
alors que le RF 0522 (46a), moins actif sur TNFa, est prometteur sur MSK1 (Figure 53). Au vue de ce
résultat, nous avons réalisé une étude topologique autour de ce dérivé, en suivant la méme
démarche que pour le composé RF 0913 (2a, Chapitre 2.2 Projet pharmacochimique autour du RF
0913 et du RF 0522, page 75).
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RF 0913, 2a RF 0522, 46a
IC50 sur TNFo (uM) 1.210.1 18.6+0.9
Sairt il sur MSK1 a 10pM (%) 5+1 4219
IC5o sur MSK1 (pM) ns 17.943.9

Figure 53. Bilan des activités des dérivés RF 0913 (2a) et RF 0522 (46a) sur TNFa et MSK1
ns = non significatif

Cependant, avant de discuter des résultats de RSA obtenus pour MSK1, je vais définir brievement
guelques notions sur I'inflammation et le role de MSK1.

7. 2. lU'inflammation

7.2.1. La réaction inflammatoire

L'inflammation est un processus normal de réponse tissulaire a toute agression et est caractérisée
par 4 signes: douleur, rougeur, chaleur et cedeme. Elle contribue a maintenir I’homéostasie des
tissus, car elle a un role protecteur en participant aux processus de défense naturelle et a la
réparation des tissus Iésés. L'initiation du processus inflammatoire dépend de la nature du facteur
déclenchant. Il peut s’agir d’un facteur exogene (plaie, brllure, agents chimiques, agents infectieux)
ou d’une cause endogene (réaction d’hypersensibilité). Dans tous les cas, elle se déroule par étapes :
1) augmentation du flux sanguin induit par une vasodilatation, 2) augmentation de la perméabilité
vasculaire causée par une réduction des cellules endothéliales permettant aux médiateurs
immunitaires d’atteindre le site inflammatoire, 3) expression de molécules d’adhésion (comme les
sélectines et les intégrines) par les cellules endothéliales et adhésion des leucocytes (neutrophiles,
monocytes, lymphocytes) aux cellules endothéliales, 4) diapédéese : migration des leucocytes hors des
capillaires pour atteindre le site inflammatoire et 5) adaptation et réparation tissulaire. Plusieurs
substances participent au développement des diverses étapes de la réaction inflammatoire. Elle peut
étre contrblée par des cytokines (comme le TNFa et les interleukines IL1 et IL8), des produits
d’enzymes plasmatiques (comme les protéines du complément et les protéines de la cascade de
coagulation), des médiateurs lipidiques (prostaglandines, leucotriénes, PAF) et par des médiateurs
vasoactifs (vasopressine, angiotensine Il, endothéline, acétylcholine, prostacycline, NO). Certains de
ces médiateurs inflammatoires sont relachés par les cellules (macrophages et lymphocytes) activées
par des débris cellulaires ou par des agents pathogenes au niveau du site de la lésion (Figure
54)'125,126
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Figure 54. Mise en place de l'inflammation.

7.2.2. Signalisation intracellulaire

L’'homéostasie cellulaire dans I'organisme dépend de la capacité des cellules a intégrer les signaux
extracellulaires de fagcon adéquate. Les différents signaux extracellulaires, captés via les récepteurs,
seront transformés en signaux intracellulaires et transmis, selon les cas, jusqu’au noyau, permettant
ainsi a la cellule de s’adapter aux changements de son environnement. La perception des signaux
extracellulaires emprunte des mécanismes de transduction qui entrainent la production de seconds
messagers. Dans la majorité des cas, ces seconds messagers activent, directement ou non, une ou
plusieurs protéines-kinases, enzymes phosphorylant des protéines. Celles-ci sont caractérisées par la
présence d’'un domaine catalytique assurant la méme fonction, ou le transfert d’un groupement
phosphate. De cette maniere, les protéines-kinases régulent une trés grande variété de fonctions
cellulaires, ce qui expliqgue qu’elles constituent la plus grande famille de génes ayant autant de
fonctions diverses. La conservation de ces différentes familles de protéine-kinases, autant chez la
levure, les invertébrés que chez les mammiferes, démontre I'importance du réle de régulation
exercée par celles-ci. Toutefois, un seul défaut dans ces voies de signalisation peut conduire a un
déréglement cellulaire. La perte de la capacité des cellules a répondre correctement aux signaux peut
résulter en une inhibition ou une prolifération anarchique. A titre d’illustration, une différenciation
aberrante couplée a une incapacité a répondre aux signaux de mort cellulaire, 'apoptose, peut

résulter en un phénotype tumoral.!?>*?7128

7.2.2.1. Transmission du signal intracellulaire

La phosphorylation est le résultat d’'un signal extracellulaire (véhiculé par des hormones,
neurostransmetteurs ou facteurs de croissance) qui atteint I'espace intracellulaire via la
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transduction. La réaction de phosphorylation peut s’exercer sur toutes les protéines cellulaires ; elle
se forme plus souvent sur les fonctions alcools de résidus sérine (Ser) et thréonine (Thr), mais aussi

sur les résidus tyrosine (Tyr).**

L'ajout de ces charges négatives entraine une modification de la
structure des protéines substrats, les faisant passer de la forme inactive a la forme active.*
L'activation des protéines-kinases est transitoire, puisqu’il existe aussi des protéines-phosphatases
dont le réle est de rendre ces réactions réversibles, malgré que celles-ci puissent aussi étre sous le

contrdle d’inhibiteurs transitoires.™!

En général, les substrats portent plusieurs sites de
phosphorylation et une premiere phosphorylation peut induire un changement de la conformation
du substrat faisant apparaitre un autre site pour une seconde protéine-kinase. Il existe aussi un état
d’autophosphorylation des protéines-kinases, qui prolonge la durée de leur action méme apres la

disparition de leur activateur.'®

7.2.2.2. Les voies MAP kinases

Les voies de transduction des MAP kinases (MAPK) sont communes a la signalisation des cellules
eucaryotes et font parties des systemes de régulation les plus répandus. Toutes les cellules
eucaryotes possedent différentes voies de signalisation intracellulaire composées de MAP kinases qui
répondent spécifiquement a divers stimuli. Il existe 3 principales familles de MAPK : ERK également
appelé p42/44 MAPK (extracellular signal-regulated kinase), les SAPK (stress activated protein kinase)
aussi appelé JNK (Jun NH,-terminal kinase) et p38 MAPK. Une quatrieme famille de MAPK, moins
connues, a aussi été identifiée et nommée BMK1 (Big MAP Kinase 1) ou ERK5. Contrairement aux 3

Voie de

signalisation  p42/44 p38 JNK BMK

o Facteurs de Cytoki Facteurs de

Stimuli croissance Inflavnﬁontmn::'ﬁ n:rnm:::ll:ﬂ
Stress Stress

+ ¥ + ¥

wos @ 2@ @ @

MAPHSs

Figure 55. Représentation schématique des voies MAPKs retrouvées chez les mammiféres.””

Les principales familles de MAPKs : ERK ou p42/44 MAPK ; p38 MAPK ; JINK ; BMK. Signification du code de couleurs : rouge

MAPKKS ; orange, MAPKs ; jaune, kinases en aval ; vert, facteurs de transcription ; bleu, protéines nucléosomales ; bleu
foncé, corégulateurs.
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autres, la voie BMK1 peut étre activée autant par des facteurs de croissance que de stress. Ces
familles possedent chacune des fonctions biologiques différenciées.

Les MAPKs peuvent étre activées par divers agonistes se liant a des récepteurs a activité tyrosine
kinase et a des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines-G. Elles
peuvent également étre activées par les cytokines, ainsi que par des stress physiques ou chimiques.
Les différentes voies de signalisation intracellulaires régulent plusieurs effets, dont la prolifération et
la migration cellulaire, I'apoptose, la transformation oncogénique, I'inflammation et la réponse
immune. La réponse a un stimulus donné pourra varier selon le type et le contexte cellulaire.*”®

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous intéresserons uniquement aux MAPK pouvant
activer MSK1 : p42/44 MAPK (ERK) et p38 MAPK.

7.2.2.3. p42/44 MAPK (ou ERK)

La voie p42/44 est une des voies les mieux conservées au cours de I'évolution, ce qui explique qu’elle
soit impliquée dans le maintien de plusieurs processus fondamentaux qui gouvernent la cellule (tels
que la prolifération, la survie, la différenciation, I'apoptose, la mobilité et le métabolisme
cellulaire).”® Les isoformes p42 et p44 sont identiques a 83% et sont exprimées dans la majorité des
tissus et cellules. Cette voie ERK/MAPK est activée par une panoplie de stimuli extracellulaires
transmis aussi bien via les récepteurs a activité tyrosine kinase que via les récepteurs
transmembranaires couplés aux protéines G et les intégrines. Plusieurs substrats, résultant de

I’activation de cette voie, ont été identifiés, dont la kinase MSK1.'%>*33

7.2.2.4. p38 MAPK

En général, la voie p38 MAPK est impliquée dans la réponse inflammatoire, I’hypertrophie des
cardiomyocytes, la migration, la différenciation cellulaire, I'induction de I'expression de cytokines et
de molécules d’adhérence et dans la régulation de I'apoptose.’?® Cette voie est fortement activée par
les stress (lumiére UV, choc thermique et osmotique, stress oxydatif), les cytokines pro-

127,134

inflammatoires (TNF, IL1), le LPS et divers facteurs de croissance comme le VEGF. Parmi les

substrats issus de I'activation de cette voie p38 MAPK, on retrouve MSK1.'

7. 3. Lakinase MSK1

7.3.1. Structure de MSK1

Les protéines kinases MSK (Mitogen- and Stress-Activated Kinase) sont des sérine/thréonine
protéines-kinases. Les MSKs appartiennent a la famille des AGC kinases, dont fait partie la sous-
famille des p90 ribosomal S6 kinase (RSK) caractérisée par la présence de 2 domaines kinases a
133135 peux isoformes de MSK sont connues : MSK1 et MSK2. Ces 2

kinases comportent 75% de similarité de séquence d’acides aminés. Cependant, la kinase MSK1 est la

I'intérieur d’'un méme polypeptide.

mieux étudiée.

MSK1 posséde 2 domaines kinases fonctionnels, possédant chacun une boucle d’activation (T-loop)
(Figure 56). La composition du domaine kinase en N-terminale est similaire a celui des membres de la
famille des AGC, famille regroupant les protéines kinases (PK) PKA, protein kinase C-related kinase
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(PKR) et PKG, tandis que la composition du domaine kinase en C-terminale est homologue a celle de
136

la famille des calmodulin-activated protein kinase (CAMK).
Le domaine C-terminale a un réle régulateur. En réponse a différents stimuli extracellulaires tels que
les cytokines pro-inflammatoires (IL1B, IL17, TNFa), les facteurs de croissance, les agents mitogenes
ou le stress (irradiation UV), 2 des grandes voies classiques de la signalisation intracellulaire (MAPK
kinases ERK et p38) activent ce domaine par phosphorylation au niveau du point d’ancrage
(KDS).2**B7 141 | e domaine N-terminale est quant a lui responsable de la phosphorylation des
substrats de MSK1. Ces 2 domaines kinases sont séparés par un motif hydrophobe et important pour
I'activation.™****

Du fait de la présence du motif NLS (Nuclear Localization Signal) sur la partie C-terminale de MSK1,
cette kynase est en général localisée en permanence dans le noyau de différents types cellulaires.
Cependant, une étude récente a montré que cette kinase est essentiellement nucléaire, et peut étre
exportée vers le cytoplasme a I'aide des glucocorticoides. Les genes dépendant de MSK1 peuvent
ainsi étre inhibés.** La densité de MSK1 dans le compartiment nucléaire est toutefois de 12 a 30 fois
plus élevée que dans le cytoplasme, et ce méme suite a une stimulation par un agoniste.” La
localisation prédominante de MSK1 dans le noyau explique qu’une grande proportion des substrats
observés sont des facteurs de transcription.
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Figure 56. Représentation schématique de la structure de MsK1'*

MH : motif hydrophobe; NLS: « Nuclear Localization Signal » ; KDS : « Kinase Docking Site » ; LCR: « Low Complexity
Region ». Les sites Sérine (S) sont marqués par des points jaunes. Les sites Thréonine (T) sont marqués par des points
rouges. Les pointillés correspondent aux boucles d’activations T (« T-loop ») dans chaque domaine kinase.

7.3.2. Mécanisme d’activation de MSK1

Le mécanisme d’activation de la kinase MSK1 est trés complexe, car il nécessite 'activation des 2
domaines kinases, et a fait 'objet de nombreuses études ces 10 derniéres années. Le modéle
proposé actuellement implique la phosphorylation de plusieurs sites sérines et thréonines (Figure
57). Les MAP kinases activatrices (ERK et p38) se lient au domaine C-terminale de MSK1 et entrainent
son activation par phosphorylation de la Thr 581 dans la boucle d’activation (T-loop). Ces kinases
phosphorylent également la Ser 360 dans le motif hydrophobe et la Thr 700 située dans la région C-

142,143,146

terminale. Le domaine C-terminale ainsi activé va ensuite phosphoryler les Ser 376 et Ser 381

dans le motif hydrophobe et la Ser 212 localisée dans la boucle d’activation du domaine N-terminale,

142193 Enfin, les Ser 371 et Ser 376 situées dans le motif

permettant I'activation compléte de la kinase.
hydrophobe sont phosphorylées par le domaine C-terminale, permettant la stabilisation allostérique
du site de liaison.”® Une phosphorylation des Ser 750, Ser 752 et Ser 758 du domaine C-terminale

permet une auto-inhibition de la kinase MSK1.**
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Figure 57. Mécanisme d'action de la kinase MSK1

La MAP kinase activatrice p38 ou ERK1/2 se lie a la région C-terminale et cette liaison provoque une premiére
phosphorylation sur les Thr 700, Thr 581 et Ser 360. Cette étape est suivie d’'un changement de conformation et d’une
phosphorylation sur les Ser 376 et Ser 371 du motif hydrophobe et sur la Ser 212 du domaine N-terminale. C’est cette
phosphorylation qui active MSK1 et permet la phosphorylation des substrats. Une derniére phosphorylation sur des résidus
de la partie C-terminale semble jouer un réle auto-inhibiteur. MH : motif hydrophobe ; NLS : « Nuclear Localization Signal »
; KDS : « Kinase Docking Site » ; LCR : « Low Complexity Region ». Les sites Sérine (S) sont marqués par des points jaunes.
Les sites Thréonine (T) sont marqués par des points rouges. Les pointillés correspondent aux boucles d’activations T (« T-
loop ») dans chaque domaine kinase.

7.3.3. Fonction et substrats de MSK1

MSK1 est une kinase omniprésente exprimée dans de nombreux tissus, tels que le cerveau, le
muscle, le placenta, le coeur et le poumon.133 Selon le stimulus, la kinase est activée soit par p38, soit
par ERK, soit par les 2 MAPK. Il est a noter que I'activation de MSK1 uniquement par I'une des 2 voies
MAPK est suffisante pour induire une activité maximale, car les MAPKs ont la particularité de
phosphoryler les substrats spécifiquement sur des résidus sérine ou thréonine suivis de proline.’
Les p38 et p42/44 MAPKs peuvent donc phosphoryler les mémes sites sur un substrat commun. En
particulier, I'action d’IL1B, du TNFa et du LPS, active la kinase MSK1 via les ERK et p38.13’3'147 Suite a

ces stimulations, MSK1 peut phosphoryler ses substrats, qui sont pour la plupart des facteurs de
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transcription agissant sur la régulation de la transcription de genes pro-inflammatoires. Ces substrats

sont : NF-kB, CREB, ATF, STAT1/3, I'histone H3 et HMG14 (Chromatin-Associated High-Mobility Group

14) 133137138 14L18132 1415 ces substrats sont responsables de I'activation de génes impliqués dans

I'inflammation (cytokines et molécules d’adhésion), la division et la différenciation cellulaire et
I'apoptose. En particulier, NF-kB est le facteur de transcription majeur de lI'inflammation et est
également impliqué dans I'apoptose et le cycle cellulaire. Son action se fait via la régulation de la
transcription de nombreux génes pro-inflammatoires tels que IL6, TNFa ou SCF.***7**®

La famille NF-kB est composée de 5 membres : p65 (RelA), RelB, c-Rel, p105 (clivé pour générer p50)
et p100 (clivé pour générer p52).">’ Tous ces membres ont un domaine d’homologie Rel (RHD) qui
permet de former des homodimeres ou des hétérodiméres. Le dimére le plus abondant dans les

8 Dans une cellule au repos, NF-kB est

159,160

cellules des mammiféres est un hétérodimére p65/p50.
retenu dans le cytoplasme par une liaison IkB (Inhibiteur de NF-kB) qui masque le NLS de NF-kB.
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Figure 58. Activation de NF-kB par MSK1 sur la Ser 276

Suite a des stimuli inflammatoires extracellulaires, la voie de MSK1 est activée mais également celle de NF-kB. MSK1 est
phosphorylée par ERK ou p38. NF-kB est activé via la dégradation de son inhibiteur kB par IKK et peut entrer dans le noyau.
Dans le noyau MSK1 phosphoryle NF-kB sur la Ser 276 ce qui permet la fixation de NF-kB sur les promoteurs des genes pro-
inflammatoires.
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Classiquement, la voie d’activation de NF-kB consiste en une phosphorylation de I'lkB par une kinase

IKK (IkB Kinase), ce qui permet d’ubiquiter IkB et de dégrader cet inhibiteur par le protéasome.' E

n
libérant le domaine NLS de NF-kB, NF-kB peut entrer dans le noyau. Cette translocation de NF-kB
dans le noyau est activée par de nombreux stimuli inflammatoires comme par exemple IL13, TNFa et
LPS. A part cette activation, NF-kB subit également des modifications post-traductionnelles
(phosphorylation ou acétylation) qui font partie de sa régulation. Un des principaux sites de
phosphorylation de NF-kB est la Ser 276 présente sur la sous-unité p65. Il a été montré dans le
laboratoire de notre partenaire (Dr. Nelly Frossard) que MSK1 phosphoryle NF-kB sur la Ser 276 dans

141 D’autres

des fibroblastes pulmonaires humains en culture primaire aprés stimulation par I'lL1B.
stimuli inflammatoires comme le TNFa permettent aussi cette phosphorylation de la Ser 276 par
MSK1."*® NF-kB, phosphorylé sur la Ser 276, peut se lier aux sites kB dans les promoteurs des génes
cibles (Figure 58), conduisant a la libération de genes pro-inflammatoires, incluant IL6. Les souris qui
ont une mutation de la Ser 276 de NF-kB en alanine présentent des anomalies de développement et
la plupart meurent a I'état embryonnaire, ceci démontrant l'importance de ce site de

phosphorylation.'®*

Tout ceci suggére que MSK1 est un régulateur clé de processus cellulaires. Etant donné qu’elle est
activée par de nombreux stimuli pro-inflammatoires et que ces cibles sont impliquées dans la
régulation de nombreux genes, cette kinase semble jouer un réle majeur dans I'inflammation. En
effet, MSK1 est impliqué dans de nombreuses pathologies, telles que I'asthme, le choc septique, le
psoriasis, les maladies inflammatoires de I'intestin, les cancers (peau, sein, poumon, pancréas, colon
et Leucémie), Huntington et Alzheimer.'*®

7.3.4. Les inhibiteurs connus de MSK1

Dans la littérature, seuls quelques inhibiteurs de MSK1 sont décrits. Cependant, aucun inhibiteur
spécifique a cette kinase n’est connu a ce jour. Ces molécules sont donc principalement utilisées
dans un contexte scientifique, afin de réaliser des études mécanistiques pour comprendre le réle de
MSK1. Ces inhibiteurs sont représentés dans le Tableau 17. Il est a noter que le H89 est I'inhibiteur le
plus couramment utilisé dans la littérature, bien qu’il soit reconnu en premier comme iPKA (PK
AMPc-dependant).
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160 Complexe .
6 octahédral/ruthenium 70 Pim1
7'% Ro 31-8220 8 S6K1, R3K2,

NH,

PKCa

Tableau 17. Inhibiteurs connus de MSK1

8. Analyse RSA autour du RF 0522 (46a)

Les composés étudiés dans le cadre de cette RSA (Figure 59) ont été préparés selon des stratégies

identiques a leur homologue de position, le RF 0913 (2a, Chapitre 2.3 Synthése des dérivés du RF

0913 (2a) et du RF 0522 (46a, page 78). Ces composés ont été étudiés pour leur capacité a inhiber la

protéine kinase MSK1 a 2 concentrations (10 et 1 uM). Ces études ont été réalisées par la plateforme

PCBIS.
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liaison harrnA-= RF 0522 (46a)

Figure 59. Etude topologique autour de RF 0522 (46a)

8. 1. Présentation du test

Le test enzymatique pour mesurer I'activité inhibitrice de MSK1 est réalisé a I'aide du kit Kinase-Glo®
Luminescent Kinase Assay de Promega. Pour ce faire, un mélange contenant la kinase MSK1 et son
substrat est incubé pendant 4 heures a température ambiante en présence du composé a étudier.
Durant ce temps d’incubation, la kinase va phosphoryler le substrat. Cette réaction enzymatique est
ensuite arrétée par ajout d’une luciférine, qui en présence de Mg** et d’ATP catalyse son substrat en
oxyluciférine avec émission d’un photon (Figure 60). La réaction est quantifiée par mesure du signal
luminescent sur le lecteur de plaque « Victor Light ». Ce signal est proportionnel a la quantité d’ATP
présent dans le milieu réactionnel et donc inversemment proportionnel a I'activité enzymatique
(Figure 61).

J ﬂ' Luciferase
+ Luclferin > {xvipeelirin

e
i"fiabom
Figure 60. Test enzymatique de I'activité de MSK1 en I’'absence d’inhibiteur
VeIV "
-
A ATP
ATP .
' ‘ﬂ? Luciferase
ST 2% + Luciferine — Oxylucefirine
+
inhibiteur
[hata

Figure 61. Test enzymatique de I'activité de MSK1 en présence d'un inhibiteur
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8. 2. Etude de la position et de I’homologation du phényle

Cette premiere étude vise a évaluer I'importance de la position du groupement phényle sur le chassis
pyridine et I'’effet d’homologation (Tableau 18).

53 NH

R

AP

N N NH,
H
, , %inhib sur MSK1 a
Entrée Cpsé R 10 uM (%) 1 uM (%) ICso (LM)

1 44 3-Ph 12+1 1+1 nd
2 2a 4-Ph 5+1 -4+1 nd
3 45a 5-Ph -11+1 -10+2 nd
4 RF 0522 (46a) 6-Ph 4249 414 17.9+3.9
5 46s 6-Bn -7+2 10+1 nd
6 46t 6-(CH,),Ph -8+1 -4+1 nd
7 45h 5-(CH,),Ph 4+2 443 nd

Tableau 18. Influence de la position du phényle sur le chassis pyridine et de I'effet d'homologie

nd = non déterminé

Notre composé de référence, le RF 0522 (46a), montre une modeste inhibition sur MSK1 (ICsq =
17.9+3.9 uM). La position du phényle est importante pour I'activité, car le déplacement de ce
groupement vers les positions 3 (44), 4 (RF 0913, 2a) et 5 (45a) conduit a des composés inactifs. Dans
le but d’évaluer 'encombrement stérique toléré en position 6, nous avons introduit en cette position
deux espaceurs flexibles: un benzyle (46s) et un phénéthyle (46t). Cependant, ces deux produits se
sont montrés inactifs sur cette kinase. Un résultat identique a été obtenu lorsqu’on introduit un
groupement phénéthyle en position 5 (45h).

8. 3. Substitution du phényle en position 6

Dans un deuxieéme temps, l'effet des substitutions du phényle a été réalisé en position 6 afin
d’identifier les meilleurs substituants du cycle aromatique (Tableau 19).

Un bel effet a été observé lors d’une substitution en position ortho du phényle a la fois avec des
groupements electrodonneurs (Me, 46d ; OMe, 46f) et électroattracteurs (F, 46b ; CF;, 46¢; Cl, 46e).
Ce gain d’activité peut donc étre expliqué par un effet géométrique du substituant en ortho
imposant une rotation hors du plan de la molécule. Cet effet est cependant optimal avec I'atome de
chlore (46e, ICso = 0.7£0.4 uM), car il permet de gagner 1 log d’activité par rapport a notre molécule
de référence. Le déplacement du chlore en position méta (46j) conduit a un composé 2 fois plus actif
que notre hit de départ (ICso=9.7£1.0 uM). A I'opposé, I'introduction d’un groupement méthoxy en
position méta (46k) et d’un groupement électrodonneur (OMe, 46m) ou électroattracteur (Cl, 46l ;
CF;, 46n) en positions para conduit a des dérivés moins actifs ou totalement inactifs.

Nous avons par la suite réalisé une disubstitution du groupement phényle afin de rechercher un effet
synergique. Pour ce faire, nous avons synthétisé les composés 2,3-Cl, (46g), 2,4-Cl, (46h) et 2,5-Cl,
(46i). Ces produits disubstitués en positions ortho et meta (46g et 46i) ont une activité sur la kinase
MSK1 équivalente au composé monochloré (46e), mettant en avant une tolérance stérique. A
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I'opposé, le composé disubstitué en positions ortho et para (46h) conduit a un composé moins actif
(%inhib de 30£8% a 10 uM).

A NH
R¢\ N/ N NH,
(-
, , %inhib sur MSK1 a

Entrée Cpsé R 10 uM (%) 1 uM (%) ICso (UM)
1 RF 0522 (46a) H 4249 4+4 17.943.9
2 46b 2-F 45+12 9+7 5.0+0.5
N 3 46¢ 2-CF, 35+14 043 8.1+1.2
Position 2 4 46d 2-Me 34+13 -9+7 3.540.3
5 46e 2-Cl 6049 92+13 0.740.4
6 a6f 2-OMe 70+16 1542 2.3+0.3
Position 3 { 7 46j 3-cl 4315 243 9.74#1.0

8 a6k 3-OMe 345 1743 ns

9 46l 4-Cl 23+1 -445 ns

Position 4 10 46m 4-OMe -3+4 -12+1 ns

11 46n 4-CF, -8+3 -9+4 ns
_ . 12 46g 2,3-Cl, 81+16 147 2.1+0.2

Disubstitution ;45 46h 2,4-Cl, 3048 341 ns
14 46i 2,5-Cl, 97+11 20+13 0.9+0.1

Tableau 19. Substitution du phényle en position 6
ns = non significatif

Nous avons obtenu des composés moins actifs (46p) ou totalement inactifs (460 et 46q), lorsque le
phényle est remplacé par un hétérocycle comme une pyridine (460), un furane (46p) ou un
benzofurane (46q) (Figure 62). Enfin, nous avons montré que le groupement aromatique est impliqué

| X NH
P )k
N N NH,
H

RF 0522 (46a)
%inhib sur MSK1 2 10uM (%) 42+9
%inhib sur MSK1 a 1uM (%) 4+4
ICs0 sur MSK1 (uM) 17.9+3.9
| X NH | A NH
P )J\ 7
X N N NH, N N NH,
| H H
N2
460 46r
%inhib sur MSK1 2 10uM (%) 1+11 1125
%inhib sur MSK1 a 1uM (%) 941 N NH -5+3
~ 7
o N ” NH,
—
46p 46q
%inhib sur MSK1 2 10uM (%) 32+11 1245
%inhib sur MSK1 a 1uM (%) 414 -20+4

Figure 62. Remplacement du phényle par des hétérocycles
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dans une interaction de type m-mt avec la cible biologique. En effet, son remplacement par un
groupement pipéridine (46r), ayant un lipophilie comparable a un phényle, conduit a un composé
inactif.

8. 4. Analyse de l'isostérie (guanidine -> thiourée)

Cette troisieme étude a pour but d’évaluer I'impact de la basicité du composé sur I'activité inhibitrice
de MSK1 (Tableau 20).

| X X

AN

N NH
H 2

%inhib sur MSK1 a

Entrée Cpsé X 10 uM (%) 1 uM (%) ICso (LM)
1 RF 0522 (46a) NH 4249 4+4 17.9+3.9
2 46u S -5+3 2+10 ns

Tableau 20. Influence de la basicité de la guanidine
ns = non significatif

Le remplacement de la fonction basique guanidine par une fonction neutre thiourée conduit a un
dérivé inactif (46u). Ce résultat montre I'importance de la guanidine dans I'activité inhibitrice de
MSK1. Ceci peut étre expliqué par les interactions multiples de la guanidine (interactions de type
électrostatiques ou accepteur/donneur de liaisons hydrogénes) au sein du site de fixation mais
également par les spécificités structurales amenées par la liaison hydrogéne intramoléculaire
présentée précédemment.

8. 5. Rigidification de la liaison hydrogéne intramoléculaire

Comme dans le cas de I'étude précédente (Chapitre 2.4 Analyse RSA autour du RF 0913), nous avons
rigidifié la liaison hydrogene intramoléculaire pour former 3 chéssis bicycliques (Figure 63) :
benzimidazoles (47b), dihydroquinazolines (48b) et dihydrobenzodiazépine (49a).

L'activité inhibitrice de MSK1 varie avec la taille du cycle. Le 2-amino-4-phénylbenzimidazole 47b (n =
0) est le produit le plus actif de la série avec une ICso de 3.6£0.5 uM. Le passage au dérivé de 2-
aminodihydroquinazoline 48b (n = 1) présente une activité équivalente au dérivé de pyridine 46a (RF
0522). Enfin, la préparation du dérivé de 2-aminodihydrobenzodiazépine 49a (n = 2) a conduit a un
dérivé totalement inactif. Par la suite, nous nous sommes intéressés aux effets de substitution de
I’'aromatique dans les séries benzimidazoles (47) et dihydroquinazolines (48) et a la substitution de la
fonction guanidine dans la série dihydroquinazoline.
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Camo ®
S

NH;
47b
%inhib sur MSK1 a 10pM (%) 47+9
%inhib sur MSK1 a 1uM (%)  -15
IC5o sur MSK1 (uM) 3.6+0.5

_ ®
T — M e J\NH

-Z

N NH,
RF 0522 (46a) a8b

%inhib sur MSK12 10uM (%) 4219 %inhib sur MSK1 3 10pM (%) 44

%inhib sur MSK1 a 1uM (%) Axd %inhib sur MSK1 a 1uM (%)

ICso sur MSK1 (uM) 17.943.9 ICso sur MSKA1 (M) 15.843.2

L,
»\NH2
NH

49a
%inhib sur MSK1 a 10uM (%) 1216
%inhib sur MSK1 a 1uM (%) 86

2

Figure 63. Rigidification de la liaison hydrogéne intramoléculaire du RF 0522 (46a)

8.5.1. Dérivés de benzimidazoles

L'effet de substituton du phényle en série 2-aminobenzimidazole a été évalué. Les différents dérivés
préparés sont représentés dans le Tableau 21.

R
4
NH
h=
NH,
, . %inhib sur MSK1 a
Entrée Cpsé R 10 uM (%) 1 uM (%) ICso (LM)
1 47a H -1743 -23+8 ns
2 47b 4-Ph 47+9 -145 7.8+1.2
3 47c 4-(2-CIPh) 6418 1148 2.0+0.3
4 47d 4-(2,3-Cl,Ph) 7316 1943 5.811.4
5 47e 4-(2,5-Cl,Ph) 4916 218 12.0£1.7
6 47f 4-(2-OMePh) 28+7 -11+6 ns
7 47g 4-(4-CIPh) 3613 -11+3 ns
8 47h 4-(4-OMePh) 1615 -14+10 ns
9 47i 5-Ph -8+7 -17+8 ns

Tableau 21. Rigidification de la liaison hydrogéne intramoléculaire en benzimidazoles

ns = non significatif
Contrairement au monocycle correspondant (dérivé de pyridine 46a), 'effet de substitution est
moins intéressant. En effet, la présence d’un chlore en ortho n"augmente pas de maniére significative
I'activité inhibitrice pour MSK1 (comparer 47c, entrée 3 avec 46a, Tableau 19, entrée 1).
L'introduction d’'un méthoxy en ortho conduit a un produit inactif (47f, entrée 6). Cette inactivité est

retrouvée lorsque I'on substitue la position para par un groupement électroattracteur (47g, entrée 7)
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ou électrodonneur (47h, entrée 8). Ensuite, les composés dichlorés substitués en positions ortho et
méta (47d et 47e) conduisent a des composés ayant des ICs, respectives de 5.8+1.4 et 12.0£1.7 uM.
Enfin, les dérivés non substitué (47a) et substitué avec le phényle en position 5 (47i) conduisent a des
composés inactifs.

8.5.2. Dérivés de dihydroquinazolines

8.5.2.1. Substitution des composés 2-aminodihydroquinazolines

L'effet de substitution du phényle en série 2-aminodihydroquinazoline a été évalué. Les différents
dérivés préparés sont représentés dans le Tableau 22.

R
* N
A
H NH,
. . %inhib sur MSK1 a
Entrée Cpsé R 10 uM (%) 1 uM (%) ICso (UM)
1 48a H -7+2 -73 nd
2 48b 5-Ph 44 nd 15.8+3.2
3 48c 5-(2-CIPh) 157 217 16.4+4.0
4 48d 5-(2-OMePh) -6+1 -1945 ns
5 48e 5-(3-CIPh) 147 -1846 ns
6 48f 5-(3-OMePh) -1016 -2043 ns
7 48g 5-(4-CIPh) 1243 -1845 ns
8 48h 5-(4-OMePh) -19+4 1942 ns
9 48i 6-Ph 9+3 818 ns
10 48k 7-Ph -1343 -1+4 ns

Tableau 22. Rigidification de la liaison hydrogéne intramoléculaire en dihydroquinazolines
ns = non significatif

Comme illustré dans le Tableau 22, dans la série des dihydroquinazolines, I'effet ortho chloré n’est
pas retrouvé pour 48c (entrée 3) qui présente une activité inhibitrice équivalente au dérivé non
substitué 48b (entrée 2). Toutes les autres substitutions ont conduient a des dérivés inactifs.

8.5.2.2. Substitution de I'azote exocyclique

Enfin, nous avons voulu évaluer la possibilité de substituer I'azote exocyclique. Nous avons pour ce
faire introduit un reste propyle (88a) et un reste phényle (88b) de maniére a évaluer I'encombrement
toléré au voisinage de I'amine exocyclique (Tableau 23). Cependant, ces 2 dérivés se sont révélés
inactifs.
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O a O b O coud O
NH, ——— NH — N e N
NH N S N SMe N NHR
2 H H H
64b 89 90

88a, R=nPr: 31%
88b,R= Ph: 19%

®CSCl, (1.4 equiv.), NEt; 4.0 equiv.), Et,0, -78°C a ta, 10h ; PMel (3.0 equiv.), acétone, ta, 12h; (c) pour R = nPr : propylamine,
110°C, 30min, uW ; (d) pour R = Ph : aniline, 160°C, 3h.

Schéma 33. Formation des dérivés de dihydroquinazolines substitués sur I'azote exocyclique

%inhib sur MSK1 a

Entrée Cpsé R 10 uM (%) 1 uM (%) ICso (LM)
1 48b H 44 nd 15.8+3.2
2 88a n-Pr -715 -9+1 ns
3 88b Ph -7+1 -12+3 ns

Tableau 23. Effet de substitution de I'azote exocyclique
ns = non significatif
Ces composés ont été préparés comme illustré dans le Schéma 33. Au départ de la 2-amino-6-
phénylbenzylamine 64b, une réaction de cyclisation a I'aide de thiophosgéne conduit a la thiourée
cyclique 89. Par action d’iodure de méthyle, I'isothiourée 90 a été isolée avec un rendement de 90%.
Enfin, une réaction de SyAr avec I'amine adéquate permet d’isoler les produits souhaités 88. Les

faibles rendements résultent de la purification en phase inverse pour laquelle on sélectionne les
fractions les plus pures (>95%). Ces rendements de récupérations de produit n’ont pas été optimisés.

9. Détermination de la solubilité aqueuse des composés d’intérét dans la
série du RF 0522 (46a)

La solubilité en milieu salin (NaCl 1/1000) des 6 composés actifs obtenus a été mesurée en utilisant la
méthode décrite précédemment (Chapitre 1.6 Solubilité aqueuse, page 63). Les résultats obtenus
pour les 5 composés sont représentés dans le Graphe 3.

Notre molécule de référence (46a) a une solubilité aqueuse modeste de 0.6 mg/mL. L’addition d’un
groupement méthoxy en position ortho (46f) ne la modifie pas (0.5 mg/mL) alors que la présence
d’un atome de chlore (46e) permet de I'augmenter d’un facteur 3 environ (1,6 mg/mL). Le passage
aux dérivés rigidifiés 47b, 47c et 48b augmente la solubilité. En particulier, avec
I"aminodihydroquinazoline 48b, on observe une solubilité augmentée d’un facteur 4. Enfin, le 2-
aminobenzimidazole 47b et son homologue ortho-chloré 47c présentent une solubilité supérieure a
17 mg/kg (gain d’un facteur supérieur a 30).
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NH

N
H

o -

47c 48b

[solubilité]
mg/mL 18

16

>17 >17

14
12

10

4 2,4
1,6
2 0,6 0,5

46a 46e 46f 47b 47c¢ 48b
Composés

Graphe 3. Valeurs mesurées de solubilités dans I'eau des dérivés du RF 0522 (46a) et bicycles mimétiques 47, 48

10. Evaluation in vitro sur un test d’inhibition d’IL6

Comme illustré dans la Figure 58 (page 106), I'activation de MSK1 conduit a la production de
nombreux génes pro-inflammatoires comme IL6. Etant donné qu’lL6 est libéré dans le milieu de
culture, il est facilement mesurable. C'est pourquoi, le Dr. Simona Nemska (équipe du Dr. Nelly
Frossard) a mesuré IL6 afin d’évaluer I'inhibition de nos molécules dans des fibroblastes de poumons
humains stimulés par IL1p.

10. 1.Présentation du test d’inhibition

Des fibroblastes de poumons humains en culture primaire sont incubés avec le composé désiré a
différentes concentrations (10 et 30 uM) pendant 1 heure. Puis une stimulation a I'aide d’'IL1p est
réalisée pendant 6 heures. Cette stimulation a pour but d’activer MSK1 ce qui se traduit par une
production d’IL6. Aprés ce temps de stimulation, la concentration en 116 est dosée a I'aide d’un test
ELISA. En paralléle, une mesure de la cytotoxicité est effectuée.
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10. 2.Résultats obtenus

Pour cette étude, nous avons choisi d’utiliser 2 a 3 représentants de chaque classe chimique. Dans le
Tableau 24, nous rappelons les valeurs d’ICs5, obtenus lors du criblage enzymatique et représentons
les pourcentages d’inhibition d’IL6 a 10 et 30 uM ainsi que la toxicité cellulaire a ces deux
concentrations.

i > ®

NH,
RF0522 (46a), R = H 48b,R=H 47b,R=H
46e,R = 2-Cl 48¢c, R = 2-Cl 47¢,R=2-Cl
46g, R = 2,3-Cl,
%inhib d’IL6 (%) Toxicité cellulaire (%)
ICsp issue du
Entrée Cpsé criblage sur al10uM a30uM alouM a30uM
MSK1 (uM)
1 RF 0522 (46a) 17.91£3.9 177 604 -417 75
2 46e 1.1+0.1 4244 94+1 3112 48111
3 46g 0.9140.1 61£10 9711 15t16 90+1
4 48b 15.8+3.2 1817 2316 -2110 5+11
5 48c 16.41£4.0 1715 6012 3121 3313
6 47b 3.610.5 1244 2241 8+13 9+15
7 47c 2.0£0.3 39+15 57+2 -13+15 -2118
8 PHA767491 0.5210.19 97+1 98+2 16122 12+13

Tableau 24. Inhibition et toxicité des composés 46-48 sur IL6

Le PHA767491 (entrée 8) présente une ICs, de 0.52 uM sur MSK1 et inhibe puissamment la
production d’IL6. D’autre part, ce composé ne présente aucune toxicité cellulaire a 30 uM.

Lorsque I'on compare les composés de la famille du RF 0522 (46e et 46g, entrées 2 et 3) pour
lesquels I'lCsy sur MSK1 est de I'ordre de 1 uM, on observe un profil sensiblement atténué sur
I'inhibition de la production d’IL6 a 10 uM (42 et 61 % respectivement a comparer a 97% pour le
PHA767491). Enfin, pour ces 2 composés on observe une toxicité importante a 30 uM. En particulier,
pour le composé 46g la toxicité cellulaire est de 90%.

Les dérivés de dihydroquinazolines 48b et 48c (entrées 4 et 5) sont de moins bons inhibiteurs de
MSK1 (ICso de 15-17 uM comparable au RF 0522 lui-méme (46a)), et de ce fait inhibent faiblement la
production d’IL6 (environ 18% a 10 uM). Un début de toxicité est cependant a mentionner pour 48c
(33% a 30 uMm).

Enfin les dérivés du benzimidazoles sont les plus intéressants. En particulier, la présence d’un atome
de chlore en position ortho de I'aromatique (47c, entrée 7) conduit a un inhibiteur de MSK1
présentant une I1Cso de 2.0 uM. Ce composé inhibe d’autre part la production d’IL6 a 39% a 10 uM
(méme ordre de grandeur que pour 46e). Cependant contrairement au composé 46e aucune toxicité
cellulaire n’a été observée méme a 30 uM. Ce composé a été sélectionné pour une étude in vivo
(Chapitre 2.12).
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De maniére générale, tous nos composés présentant une ICs, de I'ordre de 1-2 uM inhibent plus
faiblement la production d’IL6 que le PHA767491 lui-méme. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
contrairement au test cellulaire, dans les fibroblastes humains, MSK1 est situé dans le noyau
cellulaire. Les composés doivent donc traverser deux membranes cellulaires pour atteindre la
cytokine cible. Il est donc possible que le PHA767491 traverse plus facilement ces deux membranes
cellulaires que nos composés. Des études complémentaires seraient nécessaires pour confirmer
cette hypothese.

11. Détermination de la toxicité chez la souris

Afin d’évaluer la toxicité in vivo des composés d’intéréts (46a, 46e, 46g, 47b, 47c, 48b, 48c), une
administration unique par voie i.p. a une dose de 30 mg/kg est réalisée chez des souris (Balb/c), puis
le comportement des souris est observé (Figure 64).

Souris etudiée

Souris contrale

Figure 64. Observation du comportement des souris

Pour tous les composés étudiés, des signes de douleur apparaissent dées les premiéres minutes apres
I'injection a une dose de 30 mg/kg. Ces signes se situent au niveau du site de l'injection et se
traduisent par des hanches creusées, le dos vouté, des déplacements lents et limités et les yeux mi-
clos. Au vue de ces résultats, nous avons choisi d’injecter notre composé le plus drug-like (47c) a une
dose plus faible: 10 mg/kg. Comme précédemment, une administration unique a été réalisée. A
cette dose, aucun signe évident de douleur n’a été observé et le comportement de la souris était
normal. Pour la suite des tests in vivo, il a donc été choisi de travailler a 10 mg/kg.

12. Traitements de l'inflammation chez la souris : résultats in vivo

Le composé 47c issu de I'étude topologique a été testé sur un modele inflammatoire chez la souris :
I’asthme et la bronchiolite oblitérante.

12. 1. Traitement de I'inflammation sur un modele d’asthme

12.1.1. L’asthme

L'asthme allergique est défini comme étant une inflammation chronique des voies respiratoires. Il
s’agit d’une des maladies les plus fréquentes dans les pays industrialisés (Figure 65). En effet, elle
affecterait environ 300 millions d’individus, et sa prévalence ne cesse d’augmenter. A titre
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d’illustration, 3,5 millions de patients sont concernés par I'asthme en France, dont un tiers de moins
de 15 ans. Cette maladie est responsable d’environ 2 000 morts par an en France. Selon I'organisme

international GINA (Global Initiative for Asthma), la fréquence de I’'asthme progresse a mesure que
les communautés adoptent des modes de vie occidentaux et que I'urbanisation s’acroit.
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Figure 65. Prévalence de I'asthme dans le monde selon GINA (2006)

Le terrain génétique, le stress psychologique ou encore l'influence hormonale font partie des
facteurs endogénes impliqués dans le déclenchement d’une crise d’asthme, mais aussi dans la
chronicité de la maladie. Des facteurs exogénes tels que les allergenes, les virus, les polluants
atmosphériques, la fumée de tabac ou 'intolérance a I'aspirine favorisent également I'asthme.

L'inflammation bronchique, la bronchoconstriction et I’hypersécrétion de mucus sont les
mécanismes les plus souvent évoqués dans la pathophysiologie de I'asthme. Ces phénomenes
conduisent a [I'’hyperréactivité bronchique face a des stimuli physiques, chimiques ou
pharmacologiques (acétylcholine, métacholine, histamine...).

La géne respiratoire est, quant a elle liée a la contraction du muscle lisse bronchique provoquée par
des médiateurs libérés par des cellules inflammatoires. De plus, les patients asthmatiques présentent
une hypertrophie du muscle lisse bronchique, une fibrose sous-épithéliale par dépét de collagene et
de myofibroblastes et un cedéme qui participent aussi a I'obstruction bronchique (Figure 66).
L'épaisseur de la paroi bronchique est plus importante, le calibre des bronches est diminué et la
réactivité bronchique augmentée. Une autre cause de I'obstruction bronchique est I’hypersécrétion
du mucus. Les glandes a mucus et les cellules caliciformes sont plus nombreuses, hypertrophiées et
participent directement a I'épaississement de la paroi bronchique.*’**"*

Le processus inflammatoire dans I'asthme se caractérise par une accumulation de cellules
inflammatoires dans la paroi bronchique, telles que les éosinophiles, des lympocytes CD4+ et CD8+,

des lymphocytes B, des macrophages et dans certains cas des neutrophiles.'’%*"?
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‘ Normal [ 5 wyserplasie

muscle lisse

Figure 66. Physiopathologie de I'asthme”®

L'asthme est une maladie particulierement invalidante, apparaissant au cours des premiéres années
de la vie ou a I'age adulte. A I'heure actuelle, il n’existe aucun traitement curatif. En effet, les seuls
traitements disponibles agissent sur la survenue des symptomes (bronchodilatateurs, agonistes de
type B2-adrenergiques) ou servent a limiter I'inflammation (corticoides) pour permettre un meilleur
contrdle a long terme. Cependant, une petite partie (5-10%) des patients asthmatiques ne répondent

173-175

pas aux corticosteroides, mettant en lumiére la nécessité de trouver de nouvelles thérapies. Il a

été postulé que I'augmentation de I'activité des kinases pourrait étre responsable, au moins en
partie, de cette résistance aux corticostéroides.*’>"®

Etant donné que I'asthme est une maladie inflammatoire trées complexe, mettant en jeu un large
spectre de cytokines, chemokines et autres médiateurs de I'inflammation, il est peu probable que
viser l'inhibition d’une seule cible (molécule ou récepteur) permette d’obtenir une efficacité

suffisante.’”

En effet, I'efficacité des corticostéroides est basée sur la suppression de plusieurs
facteurs de transcription. Les kinases jouent un role important dans la régulation de I'expression du
géne inflammatoire dans I'asthme, et les inhibiteurs de kinases sont en cours de développement
préclinique pour le traitement de maladies inflammatoires dont I'asthme.”’>*%%"’

Au vue de ces données, I’équipe du Dr. Nelly Frossard a émis I’hypothese que la kinase MSK1, qui est
activée par de nombreux stimuli pro-inflammatoires, pourrait jouer un réle important dans I'asthme.
En effet, MSK1 est impliquée dans la production des mucines (composants du mucus), pouvant étre
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responsable de I'hypersécrétion du mucus observée dans I'asthme.'’

De plus, les éosinophiles,
cellules clé dans les réponses allergiques, sont activées par des cytokines (IL-5) et des chimiokines
(éotaxine, CCL5) via I'activation de MSK1.'***”® Plus récemment, il a été montré que la production
d’IL17F, dont la concentration est corrélée au degré de sévérité de la maladie, est médiée via

I’activation de MSK1 dans les cellules de I'épithélium bronchique (Figure 67)."%
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Figure 67. Mécanisme de formation d'IL17 dans les cellules de I'épithélium bronchique180

L’équipe du Dr. Nelly Frossard a validé cette hypothése de travail en montrant I'efficacité du H89, un
inhibiteur de référence de MSK1, dans un modele in vivo.'”® Pour ce faire, ils ont sensibilisé des souris
a l'ovalbumine (OVA), provoquant ainsi une augmentation significative de cellules inflammatoires
dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire (BAL). L’administration de H89 a permis de réduire de 80%
le nombre d’eosinophile (Figure 68, courbe (A)), de respectivement 64% et 74% le nombre de

neutrophile et de lymphocytes (courbe (B)), sans effet sur les macrophages (courbe (A)).
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Figure 68. Effet du H89 sur le nombre de leukocytes dans le fluide du lavage bronchoalvéolaire (BAL)176

Effet du H89 (10 mg/kg, bars grises) ou de la solution saline avec 5% de DMSO (contréle négatif, bars noires) dans les fluides
du BAL 24 heures aprés I'injection du contréle ou de I’'H89 dans des souris sensibilisés a I’'ovalbumine (OVA) sur (A) la
production totale de leukocyte (Total), éosinophiles (Eos) et macrophages (Mac) ; (B) les neutrophiles (Neu) et les
lymphocytes (Lym).

12.1.2. Présentation du modele

Le modele d’asthme aigue développé par notre partenaire est représenté dans la Figure 69.

Les souris males de 9 semaines de souche Balb/c sont sensibilisées a I'ovalbumin (OVA)** par
injection i.p. d’une solution de 50 pug d’OVA, 2 mg d’hydroxyde d’aluminium dans 0.1 mL d’une
solution saline, les jours DO et D7. Puis les souris sont traitées par injections i.p. du composé étudié,
préalablement solubilisé dans une solution saline contenant 5% de DMSO a une dose de 10 mg/kg, 2
heures avant l'injection d’OVA (25 pL, i.n.) durant les jours D17, 18, 19 et 20. L'OVA injecté va
provoguer une augmentation du nombre de leukocytes incluant les éosinophiles et les macrophages,
mais également les neutrophiles et les lymphocytes. 24 heures aprés la derniére injection d’OVA
(D21), un lavage bronchoalvéolaire (BAL) est effectué.’ Pour ce faire, les souris sont sacrifiées. Une
trachéotomie est ensuite réalisée suivie de dix lavages successifs avec du sérum physiologique. Aprés
centrifugation du liquide récolté pour éliminer les globules rouges, les cellules inflammatoires
(leukocytes, éosinophiles, neutrophiles, macrophages et lymphocytes) sont comptées et le TNFa est
mesuré grace a un test ELISA.
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Figure 69. Modeéle d'asthme
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12.1.3. Résultats obtenus de 47¢

Les résultats obtenus pour les composés 47c et PHA767491, en tant que contréle, sont représentés
dans la Figure 70.
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Figure 70. Résultats obtenus sur le test de I'asthme du composé 47c. (A) Eosinophiles; (B) Neutrophiles; (C) Macrophages;
(D) Cellules T; (E) Cellules B.

L'administration du composé 47c permet de diminuer de 40% le recrutement d’éosinophiles (courbe
(A)) et 51% celui des cellules B (coubre (E)) aprés sensibilisation a 'OVA. A la méme dose, le composé
utilisé comme contréle (PHA767491), diminue respectivement de 58% et 69% le recrutement
d’éosinophiles et des cellules B. Par contre, les 2 composés étudiés n’ont pas d’effet significatif sur le
recrutement des neutrophiles (courbe (B)), des macrophages (courbe (C)) et des cellules T (courbe

(D)). Bien que le composé 47c soit moins puissant que le PHA767491, il montre tout de méme un
potentiel comme agent anti-inflammatoire dans I'asthme.

12. 2. Traitement de I'inflammation sur un modele de bronchiolite oblitérante

12.2.1. La bronchiolite oblitérante

La bronchiolite oblitérante (BO) est un rejet chronique des poumons apres une transplantation. Il
s’agit de la premiére cause de décés a long terme. Selon I'ISHLT (International Society for Heart and
Lung Transplantation), 38% des déces, 5 ans aprés la transplantation pulmonaire, et 58% apres 10
ans sont causés par la bronchiolite oblitérante.

La bronchiolité oblitérante implique une réaction alloimmune provoquant une dégradation de
I'épithélium bronchique® ' suivie d’un infiltrat inflammatoire et enfin d’une phase
fibroproliférative, qui aboutit & une obstruction des petites voies aériennes (Figure 71)."*%'® Ces

différentes étapes impliquent de nombreux médiateurs et de nombreuses cellules inflammatoires.
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Figure 71. Aspects histologiques dans la bronchiolite oblitérante.’”®

A) Bronchiole saine, coloration a I’hématoxyline-éosine. B) Biopsie pulmonaire de patient présentant une bronchiolite
oblitérante, coloration a I'hématoxyline-éosine. Oblitération partielle de la lumiére. C) Biopsie pulmonaire de patient
présentant une bronchiolite oblitérante, coloration de Masson Trichrome (le collagéne est coloré en vert).
Fibroprolifération et obstruction compléte de la lumiére bronchiolaire.

Cliniguement, la BO se manifeste par une diminution des capacités pulmonaires. Les principaux
facteurs de risque pour la BO sont :

- Des épisodes répétitifs de rejet aigu ou un rejet aigu assez violent ou assez tardif apres

I'intervention® &

- La survenue d’une bronchiolite Ilymphocytaire, provoquant une obstruction

fibroproliférative®® %

- Une discordance des antigénes des leucocytes humains entre donneur et receveur'®* ™%

- Une infection par le cytomegalovirus, car il stimule la prolifération cellulaire sur le site de la
greffe'®

- Le reflux gastro-oesophagien, car il est associé a une production accrue de cytokines pro-
inflammatoires.'*>*%

Actuellement, le traitement de la bronchiolite oblitérante consiste en une augmentation de la dose

ou un changement d’agents immunosuppresseurs prescrit apres la transplantation pulmonaire, mais

I'efficacité observée est faible.”’

En particulier, des études ont mis en évidence un faible effet
bénéfique du tacrolimus versus la cyclosporine comme immunosuppresseur pour le traitement de la
BO. En effet, la BO se développe chez 22% des patients traités par le tacrolimus contre 36% des

% Des études ont également montré une amélioration des

patients traités par la cyclosporine.
patients atteints de la BO apres utilisation de I'azithromycine (antibiotique). Selon les études, il a été
demontré que les patients traités par cet antibiotique ont augmenté leur VEMS (volume respiratoire

19929 Bjen que ces résultats soient encourageants, d’autres

maximal pour une seconde) de 17 a 30%.
études devront étre réalisées sur un plus grand nombre de patients pour les confirmer. A I'heure
actuelle, aucun médicament ne permet la guérison de la BO et la seule option pour le patient est une
re-transplantation, qui n’est pas sans risque d’un nouveau rejet. Ainsi, il existe une forte demande en

recherche de stratégies thérapeutiques innovantes.
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Etant donné que la kinase MSK1 induit I'expression de génes pro-inflammatoires, I'équipe du Dr.
Nelly Frossard a évoqué I'hypothése que cette kinase pourrait étre impliquée dans la BO. Elle
pourrait donc étre une nouvelle cible thérapeutique. En effet, lors de I'activation du facteur de
transcription NF-kB, MSK1 pourrait participer a l'infiltration de cellules inflammatoires lors de la
BO. Afin de valider cette hypothése, ils ont étudié I'expression de MSK1 dans un modeéle murin
de bronchiolite oblitérante par transplantation hétérotopique de trachée (présentation du
modele, voir paragraphe 12.2.2). Dans le cas de la transplantation allogreffe (conduisant a la BO),
I’expression de I’ARNm de MSK1 augmente progressivement a J7 et a J21 apres la transplantation
(Figure 72, courbe A.). Cette surexpression de MSK1 dans I'allogreffe est accompagnée d’une
surexpression de la cytokine pro-inflammatoire IL6 (courbe B.), qui est sous la dépendance de la
voie MSK1-NF-kB et du facteur de croissance TGFB (courbe C.), principal acteur dans la
fibroprolifération.** Alors que dans le cas des isogreffes (transplantation saine), 'expression de
MSK1 reste inchangée au cours du temps.
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Figure 72. Expression de I'ARNm de A. MSK1, B. II-6, C. TGFB a JO, J3, J7 et J21 apres transplantation.145

ARN a été extrait de pools de 4 demi-trachés (n=6 pool).

Afin d’évaluer le role de MSK1, un inhibiteur pharmacologique de MSK1 (le H89) a été administré

dans le modele sur la souris.

Lors du traitement de la souris par H89, une inhibition de la dégradation épithéliale a J7 a été
observée a hauteur de 44.9+10.2% (Figure 73). Linfiltration de cellules inflammatoires a été
également inhibée de 48.8+11.7% (Figure 74). Enfin, I'obstruction fibroproliférative a été inhibée de
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43.1+7.1% (Figure 75). Ces résultats ont pu mettre en évidence I'effet bénéfique de I'inhibition de
MSK1 dans le modéle de BO et ainsi valider notre hypothése de travail.
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Figure 73. Effet de H89 dans la dégradation épithéliale a J7 de I'allogreffe.

Les souris sont traitées par voir i.p. soit avec le H89 (19.3 umol/kg/jour) soit avec le solvant seul (DMSO 5%, NaCl 0.9%). Les
trachées (n=6 a 12) sont récupérées a J7 apres la transplantation. Les trachées sont embaumées de paraffine, sectionnées
puis colorées a ’hématoxyline-éosine. A. Quantification de I'épithélium dégradé dans les iso- et allogreffes traitées avec le
H89 ou le solvant. NS : non-significatif. B. Photo représentative des trachées colorées a I’'hématoxyline-éosine. Gx400.
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Figure 74. Effet du H89 sur l'infiltration des cellules inflammatoires a J7 sur I'allogreffe.145

Les souris sont traitées par voir i.p. soit avec le H89 (19.3 umol/kg/jour) soit avec le solvant seul (DMSO 5%, NaCl 0.9%). Les
trachées (n=6 a 12) sont récupérées a J7 apres la transplantation. Les trachées sont embaumées de paraffine, sectionnées
puis colorées a I’hématoxyline-éosine. A. Quantification de linfiltration des cellules inflammatoires dans les iso- et
allogreffes traitées avec le H89 ou le solvant. B. Photo représentative des trachées colorées a I’hématoxyline-éosine. Les
zones contenant des cellules infiltrées sont représentées avec une fleche. Gx50 et Gx400.
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Figure 75. Effet du H89 sur I'obstruction fibroproliférative a J21 sur I'allogreffe.

Les souris sont traitées par voir i.p. soit avec le H89 (19.3 umol/kg/jour) soit avec le solvant seul (DMSO 5%, NaCl 0.9%). Les
trachées (n=12 a 20) sont récupérées a J21 aprés la transplantation. Les trachées sont embaumées de paraffine,
sectionnées puis colorées a I'aide de Masson Trichrome et a I’hématoxyline-éosine. A. Quantification de I'obstruction
fibroproliférative dans les iso- et allogreffes traitées avec le H89 ou le solvant. B. Photo représentative des trachées
colorées a I'aide de Masson Trichrome Gx50 et a I’'hématoxyline-éosine Gx200.

12.2.2. Présentation du modéle

L’équipe du Dr. Nelly Frossard utilise un modele d’allotransplantation hétérotopique de trachée chez
la souris pour étudier le développement de la BO apparaissant en 21 jours. Ce modeéle posséde les
avantages d’étre simple, rapide, trés reproductible et de présenter les principales caractéristiques de
la BO : les phases de dégradation épithéliale, d’infiltration de cellules inflammatoires (lymphocytes,
cellules dendritiques) et de fibroprolifération.
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Pour ce faire, une demi-trachée d’une souris donneuse est greffée derriére I'oreille d’'une souris
receveuse (Figure 76). Lorsque la greffe est réalisée entre des souris de la méme souche (ici : Balb/c),
il s’agit d’'une isogreffe, sans le développement de la BO (controle positif). Alors que lorsque la greffe
est réalisée entre des souris de source différente (donneuse : Balb/c et receveuse : C57/BL6), il s’agit
d’une allogreffe, conduisant a un rejet et donc au développement de la BO.

Aprés 21 jours, les trachées sont récoltées et analysées afin d’évaluer le stade de la maladie.
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Figure 76. Présentation du modéle murin de BO

12.2.3. Résultats obtenus pour le composé 47c

Les résultats obtenus avec le composé 47c sont représentés dans la Figure 77 (réalisé par le Dr.
Simona Nemska).

D’abord, nous pouvons observer que dans le cas des transplantations isogreffes, I'injection du
composé 47c et du PHA767491 (contréle) n’induisent ni une dégradation de I'épithélium sain (graphe
(A)), ni d’obstruction de la trachée (graphe (B)). Ceci sous entend qu’ils n’ont pas d’effets propres. Le
PHA767491 montre une augmentation de I’épithélium sain chez les allogreffes de maniere doses
dépendantes, alors que le traitement avec le composé 47c ne permet ni d’augmenter le pourcentage
d’épithélium sain, ni de diminuer |'obstruction des trachées. Des études complémentaires
(sélectivité, stabilité métabolique...) sont nécessaires afin de comprendre l'inactivité du composé
47c.
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Figure 77. Effet du composé 47c sur (A) la dégradation de I’épithélium et (B) I'obstruction dans le modéle murin de BO.

13. Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons développé des dérivés de pyridin-2-yl guanidines soit comme inhibiteur
de la surproduction de TNFa (RF 0913, 2a), soit comme inhibiteur de MSK1 (RF 0522, 46a). Pour cela,
nous avons réalisé une étude topologique autour de ces 2 hits.

D’un point de vue chimique, nous avons mis au point diverses méthodes de synthése, principalement
palladocatalysées, afin d’introduire une large variété de fragments sur le chassis pyridin-2-yl
guanidine.

D’un point de vue pharmacochimique, I'ensemble des composés synthétisés (=~ 30 molécules) lors de
I’étude topologique autour du RF 0913 (2a) a pu étre évalué in vitro ce qui nous a permis d’établir les
relations structure-activité de notre hit sur la surproduction du TNFa et d’IL1B. La viabilité cellulaire a
également été évaluée afin de contrbler la cytotoxicité des composés étudiés. Il a été montré que
pour cette série, toutes les substitutions du phényle conduisent a des produits cytotoxiques. Par
contre, la cyclisation de la liaison hydrogéne intramoléculaire a permis de former le composé 48k,
plus drug-like et plus soluble en milieu salin, avec une activité inhibitrice équivalente au hit de départ
(RF 0913, 2a).

Ce produit 48k s’est avéré actif des modeles murins d’inflammation pulmonaire et de douleurs
neuropathiques a une dose de 10 mg/kg.

L’'ensemble des produits synthétisés (= 40 molécules) lors de I'étude topologique autour du RF 0522
(46a), a pu étre testé in vitro sur un test enzymatique, ce qui nous a permis d’établir les relations
structure-activité de notre hit sur MSK1. En particulier, il a été mis en évidence que I'addition d’un
atome de chlore en position ortho a permis de gagner 1 log d’activité a la fois en série pyridin-2-yl
guanidine (46e), mais également en série benzimidazole (47c). Ainsi, sur les quarante-sept dérivés
testés, nous disposons de 7 produits ayant une ICsq de I'ordre du uM. Compte-tenu de la bonne
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solubilité et du caractere non toxique du composé 47c, il a été testé sur des modeles murins
d’asthme et de bronchiolite oblitérante. Alors qu’il ne montre aucune activité dans le modéle de
bronchiolite oblitérante, le bicyclique 47c a une activité prometteuse sur le modéle d’asthme.

Etant donné que les produits issus de cette série chimique ont montré des signes de toxicité chez
I’'animal (hanches creusés, dos vouté, yeux mis-clos, déplacements lents et limités) a des doses
supérieures a 10 mg/kg, il a été choisi de stopper ces projets. Il serait toutefois intéressant de réaliser
des études complémentaires i) afin de rechercher les cibles des molécules RF 0913 (2a) et 48k (projet
anti-TNFa) ; et ii) de profiling des kinases pour les produits 46e et 47c (projet inhibiteur de MSK1).
Cette derniere étude permettrait, en particulier, de connaitre I'inhibition putative de nos molécules
sur des « off targets », responsable des effets cytotoxiques de cette série chimique.
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Chapitre 3. Développement de dérivés de phtalazine comme inhibiteur de PDE5 pour le traitement des douleurs
neuropathiques (approche moléculaire).

Etant donné que les inhibiteurs de PDE5 ont prouvés leurs efficacités in vivo sur les modeles murins
de douleurs neuropathiques, ce chapitre 3 se focalise sur un inhibiteur spécifique de Ia
phosphodiestérase de type 5 (PDE5), le MY 5445. Le MY 5445 est un dérivé de phtalazine et au vue
du savoir-faire de synthese du laboratoire dans ce domaine, nous avons démarré une étude
topologique autour de ce hit. Dans cette partie, nous présenterons brievement les
phosphodiestérases puis discuterons de la démarche que nous avons suivi pour I’étude topologique,
des propriétés physiques de molécules actives in vitro (solubilité et stabilité), et de leurs évaluations
pharmacologiques.

1. Les phosphodiestérases

La signalisation intracellulaire liée aux nucléotides cycliques fait référence a I'activation et a la
synthése d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de guanosine monophosphate cyclique
(GMPc). Ces molécules jouent le role de messagers intracellulaires et activent un nombre important
d’effecteurs secondaires responsables de la transduction de I'information. Parmi ces molécules, on
retrouve les protéines kinases A (PKa) et G (PKG) directement activées par 'AMPc et le GMPc, les
canaux ioniques activés par les nucléotides cycliques, mais aussi des enzymes de la famille des
phosphodiestérases (PDE) contenant un site de liaison des nucléotides cycliques.

1. 1. Nomenclature

La famille des phosphodiestérases (PDE) de nucléotides cycliques comporte 11 membres (PDE1-11).
Les PDE jouent un rbéle majeur dans la signalisation cellulaire, via I'hydrolyse de la liaison
phosphodiester 3’,5" de 'AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et/ou du GMPc (guanosine
monophosphate cyclique). Certaines PDE hydrolysent sélectivement ’AMPc (PDE4, PDE7 et PDES8) ou
le GMPc (PDES5, PDE6 et PDE9) et d’autres peuvent avoir une affinité pour les deux (PDE1, PDE2,
PDE3, PDE10 et PDE11).2%"*%

1. 2. Structure des phosphodiestérases

Les différentes familles de PDE présentent une base structurale commune contenant un domaine

293 ) & domaine

catalytique sur sa partie C-terminale et un domaine régulateur du c6té N-terminale.
catalytique est hautement conservé et les homologies de séquence en acides aminés varient de 25 a
51% entre les différentes familles de PDE.*™

contient une séquence consensus qui permet la liaison des cofacteurs (Zn** et Mg*) régulant les

Ce domaine représente le coeur de la protéine. |l

propriétés cinétiques de I'enzyme ainsi que la sensibilité aux différents inhibiteurs (exemple de la
structure de la PDES : Figure 78).°* La région N-terminale est impliquée & la fois dans la régulation du

domaine catalytique et dans la localisation subcellulaire des différentes PDE.?%%%
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Figure 78. Structure de la PDES5 (selon PDB 3BJC)

lon Magnésium (en vert), lon zinc (en bleu), inhibiteur de PDE5 (dérivé du sildenafil, en rouge)

1. 3. Distributions des phosphodiestérases

D’une maniere générale, les PDE se distribuent largement dans le systéme nerveux central et
périphérique.’® Leur différence structurale conditionne une localisation subcellulaire spécifique a
chaque famille de PDE. Par exemple, des études menées sur le systéme cardio-vasculaire démontrent

27 Bjen qu’elles soient

que les PDE2 sont préférentiellement associées a |'appareil de Golgi.
distribuées de maniere ubiquitaire, notons que certains types cellulaires peuvent exprimer une seule
famille de PDE. Cela concerne notamment les photorécepteurs ou la PDE6 est exclusivement
exprimée dans les cones et les batonnets de la rétine, jouant un rdéle primordial dans I'hydrolyse du

GMPc et la phototransduction.”>***

1. 4. Role des phosphodiestérases dans les douleurs neuropathiques

La majorité des données dans la littérature, concernant le réle des PDE dans le traitement de la
douleur, s’est focalisée sur les PDE de types 4 et 5 (PDE4 et PDES5). Pour la plupart des études, le réle
respectif des PDE4 et PDE5 a été étudié en utilisant des inhibiteurs sélectifs de ces enzymes. Le
sildénafil (iPDE5) et le rolipram (iPDE4) constituent les molécules de référence utilisées dans le
domaine de la recherche préclinique sur la douleur. Etant donné que les iPDE4 souffrent d’effets
secondaires indésirables (essentiellement émétiques), nous nous intéresserons uniquement aux
iPDES5.

2. Les inhibiteurs de PDE5

A I'heure actuelle, plusieurs inhibiteurs de la PDE5 sont commercialisés. Le plus connu, le sildenafil
(Viagra®, Figure 79), a été développé par I'entreprise Pfizer et fut approuvé par la FDA (Food and
Drug Administration) en 1998 pour le traitement de la dysfonction érectile, puis en 2005 pour
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I’hypertension artérielle pulmonaire. Ce composé est un inhibiteur puissant de la PDE5 (IC5, = 3.3
nM) mais il inhibe également la PDE6, impliquée dans la transduction du signal lumineux dans les
yeux, avec une ICsy de 33 nM. En 2003, deux nouveaux inhibiteurs de la PDE5 ont regu I'autorisation

208209 yn dérivé du sildenafil

de mise sur le marché de la FDA : le vardenafil (Levita®, Bayer, Figure 79),
et le tadalafil (Cialis®, ICOS corporation et Eli Lilly, Figure 80).>**'! Depuis, de nombreux dérivés du
sildenafil ont été développés (Figure 79), comme le zaprinast (non commercialisé),”** le lodenafil

(Helleva®),?** le mirodenafil (Mvix®)*** et I'udenafil (Zydena®).*®

O

Y \N/ﬁ o
o k/ Sildenafil (Viagra®)
N Pfizer, 1998
Vardenafil (Levitra®) ICs0 =_3'3 nM sur PDES
Bayer, 2003 ICs0 = 33 nM sur PDEG Udenafil (Zydena®)
IC5p = 0.7 nM sur PDE5S PDE6/PDES = 10 ) Dong-A Pharmaceutical
ICso = 11 NM sur PDE6 pECsq dans les muscles humain = 5.99 ICsp = 5.8 "M sur PDE5
PDE6/PDE5 = 16 ICso = 53.3 nM sur PDE6

PDEG/PDES5 =9

i o
JHO
(o) N \
| on
N
N
H
H O=g
// N
Zaprinast N\/\OH

développement stoppé

IC50 = 760 nM sur PDES

IC50 = 150 nM sur PDE6
PDE6/PDES = 0.2

Mirodenafil (Mvix®)
SK Chemicals Life Science
ICso = 0.34 nM sur PDE5S
ICs0 = 10.2 nM sur PDE6
PDEG6/PDES5 = 30

Lodenafil (Helleva®)
Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
pECs5q dans les muscles humain = 6.17

Figure 79. Sildenafil et dérivés structuraux inhibiteurs de la PDE5

(o}
o

Tadalafil [Cialis®)
ICOS carp=-aho7 et Eli Lilly, 2003
ICso = 5 nM sur PDE5
IC50 =5 100 nM sur PDE6

Figure 80. Tadalafil, un inhibiteur de la PDE5
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Durant la derniére décennie, un inhibiteur de nouvelle génération a été développé par I'entreprise
Vivus Inc. et mis sur le marché : I'avanafil [Stendra®, FDA en 2012 et EMA (Agence européenne des

216

médicaments) en 2013].” Comme illustré dans le Tableau 25, I'avanafil présente une meilleure

sélectivité vis-a-vis des 11 familles de PDE5 que le sildenafil, le vardenafil et le tadalafil.

OH

Avanatih (Slendra®)
Vivus Inc., 2012

I1Cso (NM)

PDE1 PDE2 PDE3 PDE4 PDES PDE6 PDE7 PDE8 PDE9S PDE10 PDE11

Avanafii 53000 51000 >1.10° 5700 5.2 630 27000 12000 >1.10° 6200 >1.10°
Sildenafil 600 63000 26000 5000 1.6 25 22000 >1.10° 3600 5400 7800
Vardenafil 85 23000 2200 1200 0.084 1.8 1500 84000 1400 1500 500
Tadalafii 42000 >1.10° >1.10° 59000 4 2200 >1.10° >1.10° >1.10° 35000 100

Tableau 25. Inhibition sur les 11 familles de PDE de I'avanafil, du sildenafil, du vardenafil et du tadalafil”*®

Les PDE utilisées pour les mesures d’ICsy sont isolées a partir de différents tissus : PDE1 a partir de coeur de rat; PDE2 a
partir de glande surrénale bovine ; PDE3 a partir de coeur canin ; PDE4 et PDES5 a partir de poumon canin ; PDE6 a partir de
rétine bovine ; PDE7, PDE8, PDE9 et PDE11 a partir d’enzyme humaine recombinée ; et PDE10 a partir de striatum de rat

Il existe de nombreux autres inhibiteurs de la PDE5 qui ne sont pas mis sur le marché. Parmi ces
217,218 219-221 (

inhibiteurs, on retrouve des dérivés d’isoquinolines et de phtalazines Figure 81). Dans le
cadre de ces travaux de thése, nous nous intéresserons spécifiquement a un dérivé de phtalazine : le

MY 5445 2" Ce composé présente une ICs, de 0.6 LM et constitue notre chef de file pour une étude

RSA.
Cl
/ N\
= j W
N NH cl
o S o
/ ; ‘ O~
Ny ) —NH ) N—N
\\—N (o]
o E4021 MY EE
IC5q = 360 nM sur PDE5S on!Cs0 = 4 nM sur PDE5 IC5q = 600 nM sur PDE5S

Figure 81. Représentant de dérivés d'isoquinolines et de phtalazines comme inhibiteur de la PDE5

3. Role des PDES dans le traitement de la douleur

3. 1. Monoxyde d’azote, PDE5 et GMPc

Le monoxyde d’azote (NO) est un composé radicalaire et un neuromédiateur gazeux diffusant
librement & travers les membranes cellulaires.””* Il posséde une demi-vie de quelques secondes et
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son action est limitée sur la distance qu’il peut parcourir durant ce laps de temps. Le NO est
synthétisé a partir de L-arginine par des NO synthases (NOS), regroupant la NOS neuronale (nNOS),
endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS, Figure 82). L’augmentation de la synthése de GMPc
intracellulaire résulte de I'activation de la guanylate cyclase soluble (GCs) par le NO.*? Le GMPc

produit est ensuite hydrolysé par les PDE-GMPc dépendantes en 5’GMP. Pour rappel, les PDE5, PDE6
202

et PDE9 hydrolysent sélectivement le GMPc.

Nitric oxide
synthase

L-arginine L-citrulline

(No)»

NO-sensitive
guanylyl cyclase

GTP
el —P

Phospho-
diesterase 5

5'-GMP

Figure 82. Voie du NO-GMPc

3. 2. Inhibiteurs de PDE5 et douleur inflammatoire

La majorité des études réalisées sur des modeéles de douleur aigué ou chronique ont utilisé le

222 5on effet antinociceptif a été
224,225 226,227

sildenafil (Viagra®), connu pour étre un inhibiteur sélectif de la PDES5.
mis en évidence dans des modeles de douleurs inflammatoires somatiques et viscérales.
En effet, l'injection systémique de sildenafil atténue I’hyperalgésie thermique induite par
I’administration intraplantaire de carragénine et cet effet semble dépendant de I'activation de la voie
NO-GMPc.?**?® D’autres études ont ensuite mis en évidence I'effet antinociceptif d’une

> et intraplantaire®® de sildenafil. Que ce soit au niveau du systeme

administration intrathécale®
nerveux central ou périphérique, il semble que cet effet antinociceptif du sildenafil nécessite le
recrutement de la voie du NO-GMPc ainsi que l'activation de canaux potassium dépendants de
I’ATP.**® Notons toutefois qu’une administration de 8-bromo GMPc (analogue non hydrolysable du

GMPc) peut induire des effets anti- ou pro-nociceptifs en fonction des doses utilisées.?****°
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3. 3. Inhibiteur de PDE5 et douleur neuropathique

En 2010, une étude démontre que l'administration aigué systématique de sildénafil bloque
I'allodynie mécanique dans un modele de ligature des nerfs spinaux.”®! Dans un modéle de
neuropathie diabétique, les auteurs ont mis en évidence une surexpression de la PDE5 dans les
cellules de Schwann associée a une diminution de I'expression de la PKG (Protéine Kinase
dépendante du niveau de GMPc). Un traitement prolongé par le sildénafil soulage I'allodynie
neuropathique et cet effet est corrélé a la diminution d’activité de la PDE5 dans le ganglion
rachidien.”? Par ailleurs, il a été montré qu’un prétraitement par des inhibiteurs de guanylate cyclase
soluble (GCs) et de NOS bloque I'effet pro-algique du sildénafil, suggérant une implication de la voie
NO-GMPc.>****

Plus récemment, I'équipe de notre partenaire (Dr. Michel Barrot) a étudié un autre inhibiteur sélectif
de la PDES5, le MY 5445, sur son modele in vivo de douleurs neuropathiques. Il a montré que ce
composé posséde a la fois un effet analgésique aigue transitoire (Figure 83, courbe (A), carré) et un
effet antiallodynique apres un traitement chronique (courbe(B), carré).
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Figure 83. Résultats in vivo de I"ladministration du MY5445 dans le modéle de douleurs neuropathiques

3. 4. Lavoie NO-GMPc

Le NO joue un réle prépondérant dans la modulation et la transmission de I'information nociceptive.
Dans le systéme nerveux central et périphérique, de nombreuses données suggerent que
I"administration d’inhibiteurs de NOS atténue les symptomes douloureux dans des modeéles de

234-236

douleurs inflammatoire et neuropathique. De plus, I'administration de donneurs de NO ou

d’analogue du GMPc provoque des comportements d’hyperalgésie chez les animaux.”’*

Compte-tenu de I'efficacité in vivo du MY 5445 sur la douleur neuropathique, nous avons été amenés
a réaliser une étude topologique autour de ce hit. Ce travail a été mené en collaboration avec le Dr.
Claire Lugnier (UMR 7213), qui a déterminé pour I'ensemble des composés synthétisés leur action
inhibitrice sur I'activité de la PDE5 (ICso déterminée a 1 uM de GMPc). Il est a noter que lors de nos
mesures d’'lCsy, le MY 5445 présente une valeur de 6.7 uM, contre 0.6 uM dans la littérature.”* Cette
différence s’explique par le fait que le groupe du Dr. Hagiwara a réalisé les mesures d’ICsy en utilisant
une concentration de 0.4 uM de GMPc sur la PDES5 isolée de plaquettes alors que nous avons travaillé
en utilisant une concentration de 1.0 uM de GMPc sur la PDES5 isolée du muscle lisse.
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4, Analyse RSA autour du MY5445

4.1. Résumé

Dans le cadre de I’étude topologique autour du MY 5445 (ICsq = 6.7 uM, Figure 84), nous avons
étudié : 1) lI'importance du groupement benzo du chassis phtalazine, 2) et 3) la possibilité de
substitutions des 2 phényles B et C, et 4) I'effet d’homologation. Cette étude a conduit au composé
91a, qui présente une activité comparable au MY 5445 (ICsq = 7.2 uM).
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Figure 84. Etude topologique autour du MY 5445

Nous nous sommes ensuite intéressés aux dérivés de benzamides (produits séco), qui résultent de la
coupure du phényle en position 6 et de I'ouverture du cycle pyridazine du chassis phtalazine. Ces
dérivés ont I'avantage d’apporter rapidement des informations du fait de leur facilité d’acces. Cela
nous a permis d’étudier : 1) I'importance de la nature et de la position d’'un groupement
électroattracteur (GEA) sur le phényle A ; 'importance du groupement amide comme 2) accepteur et
3) donneur de liaison hydrogéne ; 4) 'effet de substitution sur le phényle B ; 5) I'effet d’homologie, et
6) I'influence de I'addition d’un second point d’accroche sur le phényle A.

L’addition d’un groupement CF; en position méta a conduit au composé le plus actif de la série, le
92c. Ce composé présente cependant une ICsy plus modeste (ICso = 23.7 uM) que notre hit de départ.
Ce résultat met en avant la contribution importante du cycle C, en particulier dans I'établissement
d’une interaction hydrophobe avec le récepteur.

L’addition d’'un groupement donneur (93f) ou accepteur (93g) de liaison hydrogéne en ortho de
I"amide sur le phényle A permet d’établir 2 types de liaison hydrogéne intramoléculaire et ainsi de
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stabiliser les conformations possibles du benzamide. Le benzamide 93f présente une belle activité
inhibitrice (ICso = 0.86 uM) alors que le benzamide 93g est inactif. Ces résultats supportent la
conformation active du benzamide mimée par le composé 93f.

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés aux possibilités de rigidifier le composé 92c. Trois
modes de rigidifications ont été évalués au cours de ce travail et sont représentés dans la Figure 85.
Ces rigidifications ont conduit respectivement aux dérivés d’imidazole (94), d’indazoles (95),
phtalazine (91b) et indazolone (96).
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Figure 85. Rigidification du composé 92c

Le pourcentage d’inhibition ou I'lCsq pour les molécules les plus actives a été déterminé par le Dr.
Claire Lugnier (UMR 7213, lllkirch). Cette étude a mis en lumiére les composés indazoles et
phtalazine (91b) comme produit les plus affins pour la PDE5. En particulier, en série phtalazine,
I'ajout d’un groupement CF; permet de gagner une activité d’un facteur 10 (3 comparer avec le 92c,
Figure 84). Dans la série indazole, I'introduction d’un cyclopentyle (cPen), cyclohexyle (cHex), benzyle
(Bn) ou d’'une 3-pyridine a conduit aux composés 95ca, 95d, 95f et 95g avec des ICs, respectives de
2.74 uM, 5.1 uM, 1.44 uM et 1.8 uM. Afin de sélectionner le(s) candidat(s) pour I'étude in vivo, la
stabilité chimique en milieu acide (pH = 1) des différents composés a été mesurée. Les dérivés de
phtalazines et de d’indazoles non substitué (95a) et substitué par une pyridin-3-yl (95f) sont stables,
méme apres 4 jours. Par contre nous avons observé une débenzylation progressive au départ des
dérivés indazoles substitués par des groupements électrodonneurs (Me 95b, cPen 95ca, cHex 95d, Ph
95e et Bn 95f) a hauteur de 20 a 50% en fonction du substituant. A titre d’illustration, au départ de
95ca, une débenzylation de I'ordre de 40% est observée apres 4 jours (Figure 86). La présence d’un
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halogéne en position méta (Cl, 95cb ou F, 95ca) sur le groupement aminobenzyle a accentué ce
phénoméne de dégradation (respectivement courbes verte et rouge).

Enfin, en collaboration avec le Dr. Michel Barrot, les composés 95g et 91b ont été évalués dans un
modele de douleurs neuropathiques (Chapitre 1.7. 2, page 68). Les 2 composés se sont avérés actifs
in vivo sur un modeéle de douleurs neuropathiques apres 10 jours de traitement, a des doses de 3
mg/kg et 0.5 mg/kg administré par voie i.p. (Figure 87). Cette activité est comparable a notre
molécule de référence (MY 5445).
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Figure 87. Efficacité des dérivés 91b et 95g sur le modeéle in vivo de douleurs neuropathiques

4. 2. Publication

L’'ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail sont présentés dans I'article intitulé :

Design and synthesis of 3-aminophthalzine derivatives and structural analogues as PDE5 inhibitor :
anti-allodynic effect against neuropathic pain in a mice model
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Design and synthesis of 3-aminophthalazine derivatives and structural

analogues as PDES5 inhibitor: anti-allodynic effect against neuropathic pain in
a mice model

Maud Bollenbach?, Claire Lugnierz, Mélanie Kremer®*, Eric Salvat®®, Frédéric Bihel’, Jean-Jacques
Bourguignonl, Michel Barrot?, Martine Schmitt"”

'Université de Strasbourg, CNRS, LIT UMR 7200 F-67000 Strasbourg France. E-mail:
mschmitt@unistra.fr ; *Biophysique et Pharmacologie, UMR7213 CNRS-Unistra, llikirch, France ;

® Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives, Centre National de la Recherche Scientifique,
Strasbourg, France; * Université de Strasbourg, Strasbourg, France; > Centre d’Evaluation et de
Traitement de la Douleur, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Université de Strasbourg, France.

Introduction

Cyclic AMP (AMPc) and cyclic GMP (GMPc) play a major role in normal and physio-pathological
intracellular signalling. Beyond their control by cell receptors, cyclic nucleotide phosphodiesterase
families specifically and rapidly convert the cyclic nucleotide in their corresponding 5’ nucleotide,
allowing their return to their basal levels. Nowdays, eleven PDE families (PDE1 to PDE11) have been
characterized which differ by their substrate specificities, kinetic properties, tissue and subcellular
localizations, drug and mediators sensitivities representing fine tuned new therapeutic targets.'
Among these families, the PDES family, specifically hydrolyses GMPc and is characterized by two GAF
allosteric domains.” We firstly characterized zaprinast as its specific inhibitor by using PDE5 (firstly
named, GMPc-PDE, or GMPc-binding -PDE) purified from vascular smooth muscle® and pulmonary
smooth muscle.* PDE5 inhibitors including zaprinast and sildenafil' constitute a new class of
vasoactive drugs that have been developed for the treatment of erectile dysfunction in patients.
Inhibition of PDE5 provoques increased cyclic GMP (GMPc) levels, smooth muscle relaxation and
penis erection.” Sildenafil is also indicated clinically for treatment of pulmonary hypertension®’ and
cardiac hypertrophy.? In addition further investigations showed that vardenafil, another PDE5-

9,10

inhibitor could be effective against ischemia. More recently, studies in animal models also

11-14

proposed a beneficial effect of PDES5 inhibitors on given pain conditions, which is likely related to

PDES inhibitors action on the nitric oxide/cGMP pathway.

Zaprinast served as a parent PDES5 inhibitor for designing novel series of very potent compounds
including sildenafil,"® vardenafil,"®* DMPPO" and other structural analogues. SAR data dealing with
MY-5445 PDES5 inhibitory properties are poorly described in the literature.’® Moreover, those MY-
5445-structurally-related amino phthalazines have first been described as PGE2 production® and

21,22 and

VEGF-R-2 inhibitor.?® Interestingly, two other chemical series (diaminophthalazine 5
aminoquinazoline 6%°) of PDE5 inhibitors may present some common structural similarity with the

prototypic MY-5445,

The aim of this work is to explore systematically SAR data obtained with amino phthalazines
derivatives, homologues, isosteres and structural analogues, as illustrated by general formula in
Chart 1.
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Chart 1. Zaprinast, structurally-related compounds (2 and 3), MY-5445 and structurally-related compounds 5 and 6 as
selected PDES5 inhibitors.

o Z

The 1-(3-chloroaniline)-4-phenylphthalazine (MY-5445) was first described as a human platetet cyclic
GMP phosphodiesterase (PDE competitive inhibitor) with a Ki of 2.2 uM.18’24
moderate selectivity between different five PDE isozymes.”” To our knowledge, there is no

It shows some

publication dealing with SAR analysis dealing with MY-5445 as a prototypical PDE5 inhibitor. Only a
series of 3-N-arylmethylphthalazines 5 has been developed.?** They may be regarded as superior
homologues of 3-N-arylphthalazines (MY-5445 series), even there is no clear correlation between
both series in these two publications. This prompted us to systematically investigate the 3-N-
aryl(aralkyl)phthalazines as depicted by the general formula in Chart 1.

A first study highlighted the specific role played by the phthalazine scaffold, in particular the
respective contributions of the benzo ring (phthalazine -> pyridazine), or the N(1) nitrogen of the
pyridazine nucleus (phthalazine -> isoquinoline). The second part of the study checked the different
decorations along the scaffold, and in particular the need and/or possible substitutions of both
phenyl (ring A) and N-phenyl (ring B), or the benzo ring (C). We have also considered homologues (n
=0,1and 2).

Based on critical SAR data obtained from the first part of this work, novel MY-5445 structurally-
related compounds including seco derivatives (benzamides), or novel heterocyclics (indazoles) have
been described and synthesized following specific procedures, as depicted in the chemistry part of
this publication.

Chemistry

The 4-phenyl isoquinoline-amine 10 was synthesized in a three step sequence starting from the
commercially available 2-chloroisoquinoline 7 (Scheme 1). The aniline intermediate 8 was prepared
in 78% vyield by heating 7 at 110 °C in presence of 3-chloroaniline in NMP.”® Regioselective

bromination was performed efficiently by treatment with phenyltrimethylammonium tribromide
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yielding to the desired bromoisoquinoline 9 in 99% vyield. Finally a Suzuki-Miyaura reaction of 9 with
phenylboronic acid afforded the target product 10 in 52% vyield.

Scheme 1. Synthesis of isoquinoline 10°

T o BT
,)—Cl »)—NH Br ,)—NH O ,)—NH
\ N \ N \ N \ N
7 8 9 10

“Reaction conditions : (a) 3-chloroaniline (1.2 eq.), NMP, 110 °C, 15 h, 78%; (b) MesPhNBr; (0.90 eq.), THF, 0-25 °C, 16 h,
99%; (c) PhB(OH), (1.2 eq.), Pd(PPhs), (5 mol%), Na,COs; (3 eq.), Tol:EtOH:H,0 (5:1:1), 120 °C, 2 h, 52%.

The aminophthalazine derivatives 4, 16-21 were prepared using methodologies depicted in Scheme
2. The easily available 1,4-dichlorophtalazine 12a was treated with various amines affording
intermediates 13-15 in good yields. Compounds 13-15 smoothly underwent a Suzuki-Miyaura
coupling with the appropriate boronic acids enabling formation of final 6-aryl amino phthalazine
analogues 4, 16-17. Subsequent condensation of 13-14 with the appropriate heterocyclic amine
afforded the diaminophthalazine derivatives 20 and 21. Finally analogues 18-19 were obtained via a
standard dehalogenation of chloro compounds 13 and 14.

6-Substituted trifluoromethyl-aminophthalazine derivatives 16h and 21d were prepared from the
readily available trifluoromethyl 1,4-dichlorophthalazine 12b* in a similar fashion (Scheme 2).

R3— .—&NH z
CF; R -

Scheme 2. Synthesis of phthalazines derivates 4, 16-21°

4a-f:n=0
16a-h:n=1
17a-d :n=2
R3 R3 R3
cord
- aorb ore r(_>_<i>R1_ gorh H_@m
— n n
Rs;=H 0 ~ 0 c—\ ,—Cl CI—\ ,—NH R3=H H }\lil\f NH
R = CF3 HN—NH N—-N N—N
R3=H, CF3 12a-b 13a-e ' n=0 18:n=0, R1=3-C|
11a-b 14a-h :n=1 19:n=1,R1=4-OMe
15a-d:n=2
R3
R1
R3— Het N /) NH
CF3 -N

20:n=0,R;=3-Cl
21a-d : n =1, Ry = 4-OMe

“Reaction conditions : (a) pyridine (2 eq.), POCl; (35 eq.), 110 °C, 1 h, 93%; (b) DIEA (1.1 eq.), POCl; (25 eq.), 120°C, 3h, 75%;
(c) for n=0 and Rs=H : Rjaniline (1 eq.), iPrOH, 110 °C, 1 h, 18-100%; (d) for n=1 or 2 and R3=H : NH,(CH,),-R;Ph (1.1 eq.),
Na,COs; (2eq.), DMF, 130 °C, 16 h, 57-96%; (e) for n=1 and R;=CF; : 4-methoxybenzylamine (1.2 eq.), dbu (2.5 eq.), NMP, rt,
2h, 51%; (f) R,PhB(OH), (1.2 eq.), Pd(PPhs), (5 mol%), Na,COs; (3 eq.), Tol:EtOH:H,0 (5:1:1), 120 °C, 16 h, 17-100%; (g) for n =
0 and R; = 3-Cl : formic acid (1.0 eq.), Pd(PPhs), (4 mol%), NEt; (12.0 eq.), 110 °C, 25 mins, uW, 77%; (h) forn =1 and R; = 4-
OMe : H, (60 psi), Pd/C (5 mol%), EtOH, rt, 16 h, 19%; (i) NH-heterocycle (5.18 eq.), DIPEA (5.14 eq.), NMP, 170 °C, 16 h, 26-
79%.
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The substituted benzamides 25-30 were carried out using standard coupling procedures starting
from corresponding benzoic acids, as illustrated in Scheme 3. If the benzoic acids were not
commercially available, they were easily prepared by known experimental methods (synthesis of 24i,
see experimental part). Further structural modifications were conducted on the phenyl rings of some
benzamide derivatives. As an illustration, the thioanisole derivative 25f was conveniently converted
into the corresponding sulfoxide 25g at room temperature using sodium periodate as oxidant.”
Demethylation of 251 with BBr; under microwave irradiation led to the corresponding phenol 25v.
Alkylation of 25v with nBuBr in DMF afforded 25w in a satisfactory yield. Finally, a ligand free
Ullmann N-arylation was performed starting from 26a to introduce the primary cyclohexylamine
(compound 26c).

Scheme 3. Synthesis of benzamides 25-30"

25: m=1Ry=Ry=H
26 : m=1 R1=3CF3 R3—H R4—4OMe
_ cdore /4_@ 27: m=1,R; =3-CF5 Ry = H, Ry = Me, R, = 4-MeO
28:m=1R= '_lHE RQ—'R3—'H R4—3CF3
30: m=2 R 3CF3 R2—R3—'H
25f: Ry = 5 Stk R4=4-MeO
in-DR-ERMRION e ncamo = ¢
2 ! 2:, 251: Ry = 3-CF3 R4—4MeO h
24i:n=0,R=0H, Ry=H, R;=NH, 25v: R, = 3.CFy Ry= 4-OH .
25w : Ry = 3-CF, R4-4u|:u:|:’ '
25x : R1—'3CF3 R4—Br
25y 1 Ry = 3-CFy, R, = pparidiro s
CFs CFs
i
ﬁQ—OMe ﬁQOMe
Br NH QNH NH
0 o]
26a 26¢

“Reaction conditions : (a) HOBt.NH; (1.5 eq.), EDC (1.2 eq.), DMF, rt, 17 h, 72%; (b) NaOH (5 eq.), MeOH:H,0 (1:1), rt, 15 h,
82%; (c) SOCl,, 80 °C, 2 h; (d) RsNH(CH,)-PhR, (1.2 eq.), NEt; (2 eq.), DCM, rt, 16 h, 37-76% over 2 steps; (e) RsNH(CH,)-
R4Ph (2 eq.), 1-HOBT (1.1 eq.), EDC.HCI (1.5 eq.), DMF, rt, 16 h, 28-99%; (f) NalO, (0.5M, 1 eq.), MeOH, 0-25 °C, 16 h, 90%;
(g) piperidine (1 eq.), Pd,(dba); (10 mol%), JohnPhos (40 mol%), tBuONa (4 eq.), dioxane, 90 °C, 14 h, 23-63%; (h) BBr; (3
eq.), DCM, 100 °C, 5 mins, uW, 6 bars, 77%; (i) nBuBr (1 eq.), K,CO5 (1 eq.), DMF, 90 °C, 16 h, 65%; (j) CyNH, (2 eq.), CuCl (1
mol%), K3PO, (2 eq.), DMF, 50 °C, 3 days, 76%.

The preparation of the indazolone 37 is outlined in Scheme 4. The requisite protected N-
methylhydrazine 33 was prepared in two steps starting from commercially available N-Me hydrazine,
following a standard literature procedure.’® The corresponding hydrazide 35 was synthesized easily
from 2-bromobenzoyl acid chloride 34 and 33. Boc-deprotection with TFA in dichloromethane
afforded the hydrazide 36, which was cyclized into indazolone 37 by a copper- mediated cross

coupling reaction using a B-diketone as the ligand.
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Scheme 4. Synthesis of indazolone 37°

CF3
OMe
b, c
Me\N/ Hy —> Me. _N %
N
R é CF3 Br (@]
0oC
33 4 BocN N
R=H, 31 . BrQ/ )2 Mé L@OMe
R=Boc, 32 cl
35
J e
CF, CF,
f
~N. ‘ Br O
Me N (6] H/N*N
Q) Mé @OMe
MeO 37 36

“Reaction conditions : (a) Boc,0 (0.75 eq.), MeOH, rt, 15h, quant.; (b) 4-methoxybenzaldehyde (1.1 eq.), iPrOH, 90°C, 2h,
quant.; (c) NaBH5;CN (1.5 eq.), AcOH (2 eq.), MeOH, rt, 39h, 63%; (d) 2-bromo-5-(trifluoromethyl)benzoyl chloride 34 (1 eq.),
NEt; (2.9 eq.), DCM, rt, 21h, 86%; (e) TFA:DCM (1:10), rt, 1h, 99%; (f) Cul (5 mol%), 2-(2-methylpropanoyl)cyclohexan-1-one
(10 mol%), Cs,CO; (2 eq.), DMF, 90°C, 4.5h, 85%.

The bifunctional aminoindazoles 41 were readily prepared starting from the commercially available
indazole derivatives 38 in four steps, as illustrated in Scheme 5. 3-Bromoindazoles 39 were generated
from 38 after regioselective bromination by Br, in the presence of NaOH following a previously
described method.”® Protection of 39 by DHP afforded the N1-THP indazoles 40a-b, whereas 3-
alkylindazoles 40c-h were easily obtained by N-alkylation with the appropriate alkylhalide at 50 °C in
DMF. However, when starting from secondary alkylbromides, the reaction needed to be run at 90 °C
in presence of TBAI. Likewise, N1-aryl or heteroaryl indazoles 40i-j were successfully performed via a
copper-catalyzed N-arylation reaction using trans-cyclohexyldiamine as the ligand. Finally the
bromoindazole derivatives 40 could be substituted at the C-3 position by appropriate amines under
Buchwald—Hartwig conditions with the help of JosiPhos or BrettPhos (compds 41a-n). Subsequent N-
THP deprotection in TFA or HCI 1N yielded free NH indazole derivatives 410-p after inverse flash

Scheme 5. Synthesis of indazoles 41°

R4

R4
borcor
doreorf gorh IOI'J
HN.\7 R R/N NG Ry N7 R Ry=THP HN. 7

38:R=H 41an 41op
39:R=Br :\a

“Reaction conditions : (a) Br,, 1.32 eq.), NaOH, DMF, rt, 16h, 68-98%; (b) for R, = Mel : Mel (1.5 eq.), Na,CO; (2.5 eq.), DMF,
50°C, 12h, 52%; (c) for R, = THP : DHP (2 eq.), PTSA (5 mol%), AcOEt, 95°C, 16h, 72-83%; (d) for R, = Bn : BnBr (1.5 eq.),
Na,CO; (2.5 eq.), DMF, 55°C, 16h, 77%; (e) R, = Bn : BnBr (1.3 eq.), TBAI (3 mol%), K,CO; (4.5 eq.), DMF, 90°C, 16h, 73-89%;
(f) for R, = Ph or 3-pyridine : R,l (3 eq.), Cul (5 mol%), trans-N1,N2-dimethylcyclohexane-1,2-diamine (20 mol%), K,COs (3
eq.), Toluene, 130°C, 16h, 43-60%; (g) 4-methoxybenzylamine (1.2 eq.), Pd(OAc), (5 mol%), JosiPhos (5 mol%), Cs,CO; (1.5
eq.), dioxane, 120°C, 1-h, 29-76%; (h) 4-methoxybenzylamine (1.2 eq.), Pd(OAc), (5 mol%), BrettPhos (10 mol%), Cs,CO5 (1.5
eq.), dioxane, 120°C, 16h, 23-48%; (i) for Ry = H : TFA:DCM (1:1), rt, 1.5h, 26%; (j) for R; = 3-CF5 : HCl 1M (2.9 eq.), THF, rt,
20h, 26%.

147



Chapitre 3. Développement de dérivés de phtalazine comme inhibiteur de PDE5 pour le traitement des douleurs
neuropathiques (approche moléculaire).

chromatography purification. Structures of these compounds were established by 2D RMN
experiments.

The target amino pyridazine 44 was prepared as outlined in Scheme 6. Acetophenone was first
reacted with glyoxylic acid and then was cyclocondensed with hydrazine to afford the desired
pyridazinone 42 in 70% yield. Subsequently, the pyridazinone 42 was treated with phosphorous
oxychloride to afford the key intermediate 43. Finally, the 6-chloropyridazine 43 was submitted to a
Buchwald-Hartwig cross coupling reaction with the help of Pd(OAc), and JosiPhos to afford the
desired compound 44.

Scheme 6. Synthesis of pyridazine 44°

o — — cl
N—NH N—N @—O—NH
N—N
44

42 43

“Reaction conditions : (a) glyoxylic acid hydrate (1.0 eq.), hydrazine hydrate (1.0 eq.), water, reflux, 4 h, 70%; (b) POCl,,
reflux, 2 h, 99%; (c) 3-chloroaniline (1.2 eq.), Pd(OAc), (5 mol%), JosiPhos (5 mol%), Cs,CO; (1.5 eq.), DMF, 50 °C, 24 h, 69%.

Condensation of the 3-trifluoromethylbenzamidine 46, readily available from the corresponding
nitrile 45 by treatment with LIHMDS,*® was reacted with the a-bromoketone 47 to afford the 2, 4
disubstituted imidazoles 48 in a nearly quantitative yield (Scheme 7).

Scheme 7. Synthesis of imidazole 48"

CF3

47

CF. CFs i
_a.,
Q NH Br 2 N /N §
e s et
45 46 OMe OMe
48

“Reaction conditions : (a) LIHMDS 1M (1.5 eq.), THF, rt, 15 h, quant.; (b) NaHCO; (4 eq.), THF:H,0 (4:1), 75 °C, 3 h, 95%.

All the synthesized compounds have been first evaluated on PDE5 at a 10 uM concentration. The I1Csy
value was determined for the significantly active compounds (inhibition at 10 uM better than 30%).
Data are summarized in Tables 1-6.

Results and discussion

In our experimental conditions, MY 5445 (4b) showed an ICsy value of 6.7 uM, determined using 1
UM GMPc concentration. This is in accordance with the first data published for MY5445 concerning
their ICs value (0.6 pM determined at 0.4 uM GMPc concentration).? In the same condition, we
obtained an ICsy value of 0.51 uM (determined at 1 uM GMPc) for the reference PDES inhibitor,
zaprinast. The Table 1 shows the importance for activity of i) the pyridazine nucleus (compare 4b
and 10), ii) the presence of the benzo ring in the structure of 4b (compare 4b and the inactive
pyridazine 44 in Chart 2), iii) a fair beneficial substituent effect could be observed by introduction of a
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methoxy group in position 4. However compounds within this series are suffering from very low
water solubilities.

Table 1. Importance of the scaffold and the 6-phenylring of MY-5445

Qc.

R—\ ,—NH
X—N
PDES
Compd R X %inhib at 10pM ICso (uM)
4b (MY-5445) Ph N 58 6.7
10 Ph CH 15 >50
18 H N 33 >10
4e 4-CIPh N 34 >10
af 4-OMePh N 76" 3.0
20 N-piperidino N 28 >10

a)IC50 values were determined at 1 uM cGMP concentration; b)Fairly soluble in DMSO/water mixture (1%).

The various superior homologues of MY-5445 (n = 1, 2) were reported in Table 2. For each
homologue series, we checked substitution effects on the N-aralkyl fragment (R, # H). A strong
beneficial effect was found with specific aromatic substitutions (3-Cl, 4-OMe) in the N-benzyl
phthalazine series 16 (compare 16f and 4b). However this effect could not be clearly understood, as

Table 2. Substitution on the aniline moiety and homologues (n=0, 1, 2)

o
W,
anes:

S
N—N
PDES

Compd n R, %inhib at 10uM ICso (M) ?
4b (MY-5445) 0 3-Cl 58 6.7
4a 0 H 5 nd
4c 0 4-Cl 31 38.1
4d 0 4-OMe 21 nd
16a 1 H 43 11.3
16b 1 3-Cl 14 nd
16¢ 1 2-OMe 25 >10
16d 1 3-OMe 41 114
16e 1 4-OMe 68 7.2
16f 1 3-Cl-4-OMe 86 0.41
16g 1 3,4-0-CH,-0O- 73 12.6
17a 2 H a7 210
17b 2 3-Cl 14 nd
17c¢ 2 4-Cl 19 nd
17d 2 4-OMe 28 >10

a)IC_z,o values were determined at 1 uM cGMP concentration
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both the 3-Cl (16b) and 4-OMe (16e) derivatives did not show any significant better activity, when
compared to the unsubstituted derivative 16a. As the 4-OMe benzyl derivative 16e showed a similar
potency, when compared with the MY-5445, we conserved the same 4-OMe benzyl fragment in the
other following sub-series. The phenyl ring in phthalazine 16e might be important for activity
(compare 16e and 19, Table 3). However it could be replaced by a piperidine ring (compare cmpds
21a, b and 16e). However introduction of a fully protonated basic nitrogen in N-methyl piperazino
(21c) instead of lipophilic substituent decreased significantly the activity.

Table 3. Importance of the phenyl in position 6 in the N-4-methoxybenzylaminophthalazine series

NH

R\ /
N—N
PDES
Compd R %inhib at 10pM ICso (M) ?
16e Ph 68 7.2
19 H 35 >10
21a N-piperidino 46 6.3
21b %NQ—OH 60 5.3
21c 4N N— 23 nd
-/

a)IC50 values were determined at 1 uM cGMP concentration

We have considered the benzamides 25, 26 and 30 described in Table 4 as seco analogues of
phthalazines 16 after removal of a phenyl imine in their structure.The aim of studying this sub-series
of easily available compounds was to identify some beneficial substitution effects on the phenyl ring

(R; #F H). Among the various substituents introduced mainly at position 3, we selected electron-
withdrawing groups (CF;, NO,, SOCH;, SO,CH;, CN), as such substituents were showing beneficial
effects in the N-benzyl phthalazine series 5.°*> When compared with the almost inactive substituted
derivative 25a, a fairly but significant better activity was found with 3-NO, (25i), 3-CF; (25l) and the
superior homologue (n = 2, 30c). As observed in the phthalazine series (Table 2), the 3-chloro-4-
methoxyphenyl phthalazine was also presenting a dramatically twenty fold increased potency
(compare 25t and 25l). However we could not observe a specific beneficial effect of the CF; group in
position 3 (compare 25t and 16f). Based on these results, the benzamides 25 may not be considered
as seco analogues of phthalazines 16. An additional substituent X; was introduced in benzamides 26b
and 26¢. An H bond accepting (6-OMe, 26b), or donating group (6-NH-cHex, 26¢) was introduced in
position 2 of the amide and can establish in both cases an internal H bond interaction, and then
stabilize specific conformers, as outlined in Table 5. The benzamide 26¢ was particulary active with
an ICso less than 1 uM, whereas the other benzamide 26b was inactive. These data support a specific
active conformation for benzamides that may be mimicked by the already described, but also novel
heterocyclics such as indazoles. As expected, the rigid indazolone 37 was found inactive. The 3-
aminoindazoles 41 were particularly interesting with compounds showing ICsg in the 1 uM range. It is
to notice that the presence of a lipophilic substituent (cHex) in the structure of the amide 26 may
contribute to its potency through a specific hydrophobic interaction. It is confirmed by data obtained
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within the indazole series 41. The presence of a lipophilic group (R = c-Pen 41g, c-Hex 41k, Bn 41l)
was increased their potency, whereas the lack (R = H, 41p), or the presence of a small alkyl group (R =
Me, 41c) led to inactive compounds. Again in the indazole series, we could observe a slight beneficial
effect of a chlorine atom in the N-4-OMe benzyl fragment (compare 41h and 41g). It is also
noteworthy that i) indazoles that are not bearing a CF; group on the benzo ring of indazoles are
inactive (cmpds 41d and 410), ii) the N-3-CIPh amino indazole 41f was relatively potent and may be

Table 4. Effects of aromatic substitution on the N-4-methoxybenzylbenzamides

R2

n
NH

O
PDE5

Compd n R, R %inhib at 10uM  1Cso (UM)?
25a 1 H 4-OMe 26 nd
25b 1 3-CN 4-OMe 30 nd
25¢ 1 3-Cl 4-OMe 25 nd
25d 1 3,4-Cl, 4-OMe 31 nd
25e 1 3,5-Cl, 4-OMe 30 nd
25g 1 3-SOCH; 4-OMe 22 nd
25h 1 3-SO,CH3 4-OMe 8 nd
25i 1 3-NO, 4-OMe 44 19.0
25j 1 3-CONH, 4-OMe 30 nd
25k 1 2-CF; 4-OMe 29 nd
251 1 3-CF; 4-OMe 32 23.7
25m 1 4-CF; 4-OMe 5 nd
25n 1 3-CF; H 25 >10
250 1 3-CF; 2-OMe 4 nd
25p 1 3-CF; 3-OMe 14 nd
25q 1 3-CF; 2-Cl 3 nd
25r 1 3-CF; 3-Cl 24 nd
25s 1 3-CF; 4-Cl 33 >10
25t 1 3-CF3 3-Cl-4-OMe 77 0.94
25u 1 3-CF;3 3,4-0-CH,-0- 46 >10
25v 1 3-CF;3 4-OH 27 >10
25w 1 3-CF; 4-On-Bu 0 nd
25y 1 3-CF3 4-N-piperidino 26 >10
26b 1 3-CFs;, 6-OMe 4-OMe 17 nd
26¢ 1 3-CF;, 6-NHc-Hex 4-OMe 81 0.86
30a 2 3-CF3 H 28 >10
30b 2 3-CF3 2-Cl 38 >10
30c 2 3-CF 3-Cl 51 19.2
30d 2 3-CF; 4-Cl 17 >10
30e 2 3-CF; 2-OMe 7 nd
30f 2 3-CF, 3-OMe 17 >10
30g 2 3-CF3 4-OMe 36 >10

a)IC_z,o values were determined at 1 uM cGMP concentration
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considered as a mimetic of MY-5445, as the cyclopentyl group could fully overlap the phenyl group in
the structure of MY-5445.

Table 5. Mimetics of internal interactions in selected benzamides 26b and 26¢
CF4
Me—O ;ZO
H—N
Ml

26b 37
17% at 10 pM 29% at 10 pM

CF3
Me~ \Nzo

Qe

R
CF3 2
/—@we ; é R
() )i R Nﬁ©
H'O

26¢ a1
81% at TUHM
|C50 =0.86 HM
PDE5S

Compd n R> R, R %inhib at 10uM !,)CSO (kM)
41f 0 CF; 3-Cl cPen 72 1.67
41c 1 CF; 4-OMePh Me 51 15.1
41d 1 H 4-OMePh cPen 20 >10
4le 1 cl 4-OMePh cPen 57 10.6
41g 1 CF; 4-OMePh cPen 48 2.74
41h 1 CF; 3-Cl-4-OMePh cPen 74 0.96
41i 1 CF; 3-F-4-OMePh cPen 69 5.5
41k 1 CF; 4-OMePh cHex 56 5.1
41l 1 CF; 4-OMePh Bn 69 1.44
41m 1 CF; 4-OMePh Ph 58 7.2
41n 1 CF; 4-OMePh Pyridine-3-yl 70 1.8
410 1 H 4-OMePh H 14 >10
41p 1 CF; 4-OMePh H 29

a)IC50 values were determined at 1 uM cGMP concentration

Finally N-p-methoxyphenylmethyl phthalazines were revisited to confirm, or not the beneficial effect
of CF; on the benzo ring of the phthalazine scaffold (Table 6). This effect is clearly shown when
comparing relative potencies of 16h and 16e (factor 100). The chlorine atom in 14h could partially
mimic lipophilicity of a phenyl ring (compare 16h and 14h). A piperidine ring may also contribute
efficiently with its lipophilicity to the good potency of 21d.
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Table 6. Novel benzo-substituted phtalazines

Ra—\
N—N
PDES

Compd R: R, %inhib at 10pM ICso (uM)?!
16e H Ph 68 7.2
14h CFs Cl 81 0.16
16h CFs Ph 82 0.065
21d CF; N-piperidino 79 0.35

a)IC50 values were determined at 1 uM cGMP concentration

Some inactive compounds are represented in Chart 2. They contribute to a better knowledge for
pharmacophoric patterns, for MY-5445 and other active structurally-related compounds. The lack of
activity of N-methyl benzamide 17, the “inverso” amide 29 and 28 support the critical need in the
active compounds of both an H bond acceptor and a donor group for interaction within the pocket of
PDES.

CFs or, CF,
O
OMe OMe
Q o 8o Q ~Or
g \ NH )
27 28 29

FOES
" nhikx iz at * Jp M <17 11 16
CF4
CF3
— N
OMe Z
WNH Q/N\N/ N/\/\ \)\©\
N—-N H OMe
FOES 44 41j 48
"t nhitz licn at * Ap b 30 19 28

Chart 2. Other compounds found inactive as PDE5 inhibitors

In general a first evaluation of selectivity profile towards other PDE isoenzymes (PDE 1, 2, 3 and 4)
was satisfactory, as most of them did not show pourcentage enzyme inhibition more than 30% at 10
MM (see experimental part, raw data). The selectivity profile of the most potent PDE5 inhibitors in
each chemical series is given in Table 7. In our hands, MY-5445 is fairly selective towards other PDE1-
PDE4 isoforms, whereas it was described as a relatively selective (more than 20) toward other PDE.
The novel phthalazine 16h and the amino indazole 41n showed a similar selectivity profile, when
compared to MY-5445 as all the three compounds present a similar potency on PDES5, but also PDE4.
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Unexpectedly the more flexible benzamide 25t showed a 0.9 uM ICs, on PDES5, but with no significant
activity on other PDE’s.

Table 7. Selectivity towards other PDE 1 to 4 isoenzymes.

%inhib at 10uM (ICso M)

Compd PDE1 PDE2 PDE3 PDE4 PDES
4b (MY-5445) 39 (>100) 25 (>100) 14 (>100) 54 (37) 58 (6.7)
16h 22 29 8 (0.32) 82 (0.065)
25t 27 26 10 5 77 (0.94)
41n 12 27 20 (4.4) 70 (1.8)

ICsq values are given in brackets.

Physical properties of phthalazines and structurally-related compounds
Water selectivity of selected compounds

It is generally well accepted that a given lead under development has to present a minimal water
solubility of at least 0.1 mg/mL. Biological testing emphasized the very low water solubility of some
of our compounds tested as PDE5 inhibitors. The water solubility of selected compounds
representing phthalazines (MY-5445 (4b), 16e, 16h, 21d), indazoles (41f, 41n) and benzamides (25I,
26¢, 25g) has been measured using a solubility test using a HPLC/UV method. The maximal water
solubility of selected compound is given in Table 8.

When we compare phthalazines, indazoles and benzamides, all of them have a very low water

Table 8. Water solubility of phthalazines, indazoles and benzamides derivatives.

R = %90 _é_Nﬁ—@*OMe %N/_<H ?’OMe
A

o
B il'M3) C

Maximal water

Compd Chemotype X1 R R solubility ¢ (mg/mL)
MY 5445 (4b) X4 H Ph A 0.063
16e H Ph B 0.042
16h _ R CFs Ph B 0.028
21d R }\1 ~ N/ NH  CF,  piperidino C 0.333
a1f CFs / cPen A <0.005
41n -, Pyrdine3- 4 0.015
N. -~ R vl
RN~ N
N 4
251 CF, / H A 0.012
25g / H B 0.019
R
26¢ R NH / NH-cHex A < 0.005
o)
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solubility (0.01-0.06 mg/mL), lower than the limit of 0.1 mg/mL. Interestingly replacing the phenyl
ring of phthalazines by a piperidine significantly (ten fold) increased the water solubility (c = 0.33
mg/mL), in agreement with criteria needed for further in vivo investigations. Benzamides (i.e. 25l and
25g) showed similar low solubility, when compared to indazoles. Two compounds were particularly
insoluble in water, the indazole 41f and the benzamide 26¢c. The latter compound is linophic and
presents a second H bond donating group, generally known to strongly contribute to its increased
water insolubility.

Comparative stabilities in acidic medium of phthalazines and indazoles

The 4-methoxybenzyl group (PMB) is well-known by organic chemists as a protective group, that can
be easily removed in acidic medium.*!

A rapid evaluation of the stability of our compounds has been carried out at different reaction times
(1-96 hours). We particularly checked the stability of both the phthalazines and indazoles series. Data
are listed in Table 9.

Table 9. Acidic stability of phthalazines and indazoles derivatives.

A B

Cl
C

Compd Chemotype X1 R R’ % of remaining cmpd after 96 hours
16e X H Ph B 100 Stable
16f ! H Ph C 100 Stable
16h CF;  Ph B 100 Stable
14h — R CF; cl B 100 Stable
R=\ /—NH N- Stable
21d N—N CF; piperidino B 98
41f / cPen A 100 Stable
41g / cPen B 63 Instable
41h CFs / cPen C 48 Instable
41k / cHex B 51 Instable
41m / Ph B 58 Instable
41| R / Bn B 80 Instable
41c R/N\N/ ” / Me B 100 Instable
41n / Slyrldln—3- B 100 Stable
41p / H B 100 Stable

The whole series of phthalazines is stable in acidic medium, as about 100% of the products are still
present in the acidic medium after 96 hours exposure. Surprisingly different results were obtained
within the indazole series. The stability of indazoles is strongly dependent on the nature of
substituents R and R’. Most of them bearing a substituent R # H are not stable (about 30 — 50% of
the compounds are N-deprotected at 96 hours). Surprisingly the unsubstituted (41p) and N-pyridin-3-
yl (41n) are stable within the series. Electronic considerations probably may account for the chemical
instability of N-alkyl indazoles, even a clear explanation of the non expected stability of the N-3-
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pyridyl stability indazole 41n could be advanced. Moreover the role of the PMB is the main source of
instability of theses compounds, as supported by a completely restored chemical stability, when
replacing the PMB group by a 3-chlorophenyl group (compare 41g, R’ = B with 41f, R’ = A).
Furthermore, the addition of a chlorine atom in position 3 of the PMB increased the chemical
instability (compare 41g, R’ = B with 41h, R’ = C). Finally, we selected the two most promising
compounds (16h and 41n) for an in vivo evaluation in a neuropathic pain model.

iPDE treatment in mice with neuropathic pain

As previously reported, cuff-implantation around the main branch of the right sciatic nerve induced
an ispsilateral mechanical allodynia in mice, while sham surgery did not affect paw withdrawal
thresholds®*** (Figure 1; surgery x paw x time interaction, Fs 128 = 1.8, p < 0.05; post hoc: "Cuff
Hydroxymethylcellulose right paw" < "Sham Hydroxymethylcellulose right paw" at p < 0.01 on
treatment days 0 to 21 and "Cuff Hydroxymethylcellulose right paw" < "Cuff Hydroxymethylcellulose
left paw" at p < 0.01 on treatment days 0 to 21). Two weeks after Cuff insertion, we started the
treatments with 4b, 16h or 41n (3 and 0.5 mg/kg) or the control 0.1 % hydroxymethylcellulose
solution. Mice received two injections per day, 7 days/7, and were tested on given days, in the
morning before drug injection. The 4b treatment had no effect per se in sham mice, but it alleviated
the cuff-induced allodynia after 15 days of treatment for the two tested doses (Figure 1; 3 mg/kg:
paw x time interaction, Fs,64 = 4.5, p <0.001; post hoc: "Right paw" < "Left paw" at p < 0.05 on
treatment days 0 to 12; 0.5 mg/kg: paw x time interaction, Fe,a8 = 3.8, p <0.01; post hoc: "Right paw"
< "Left paw" at p < 0.01 on treatment days O to 10). The same antiallodynic effect was also present
with 16h (Figure; 3 mg/kg: group x time interaction, Fs,64 = 3.5, p <0.01; post hoc: "Right paw" < "Left
paw" at p < 0.05 on treatment days O to 12; 0.5 mg/kg: paw x time interaction, Fs,48= 3.1, p <0.05;

Hedrmeyimnathylealiuloss 4b (3 mgke) 4b i3 maks) 4b .5 make)
F b | = 7 = 7
& L z Lo A o= g- ik § -
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Figure 1. iPDE5 treatment of mechanical allodynia in mice.
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post hoc: "Right paw" < "Left paw" at p < 0.05 on treatment days 0 to 10) and with 41n (Figure; 3
mg/kg: paw x time interaction, Fs,6a = 2.8, p <0.01; post hoc: "Right paw" < "Left paw" at p < 0.05 on
treatment days 0 to 12; 0.5 mg/kg: paw x time interaction, Fs,48 = 4.3, p <0.01; post hoc: "Right paw"
< "Left paw" at p < 0.01 on treatment days 0 to 15).

Two weeks after unilateral surgery on the right hindpaw, treatments started and were continued
until 3 weeks. The mechanical threshold of hindpaw was evaluated using von Frey filaments before
surgery (B: baseline), and on given days during the chronic treatment. 4b, 16h and 41n treatments (3
and 0.5 mg/kg, i.p., twice a day) reversed the mechanical allodynia in mice (n = 5 per groups, *p <
0.05 compared to contralateral left paw), without affecting thresholds of the controlateral paw (left
paw).

EXPERIMENTAL SECTION.

General Methods for Chemistry. All reactions were carried out under usual atmosphere unless
otherwise stated. Chemicals and solvents were purchased from Sigma-Aldrich and were used without
further purification. Microwave irradiation was performed with a Biotage Initiator EXP (external
sensor type). Analytical TLC were performed using silica gel plates Merck 60F254 and plates were
visualized by exposure to ultraviolet light. Compounds were purified on silica gel Merck 60 (particle
size 0.040-0.063nm) or using Armen spot flash chromatography (normal phase column: Interchim 30
SHIP 25g; reverse phase column: AIT 50g C18). Yields refer to isolated compounds, estimated to be
>95% pure as determined by "H NMR or HPLC. 'H, *°F and *>C NMR spectra were recorded on Bruker
Avance Spectrometer operating at 400 or 500 MHz, 376 MHz and 100 or 125 MHz, respectively. All
chemical shift values & and coupling constants J are quoted in ppm and in Hz, respectively,
multiplicity (s= singulet, d= doublet, t= triplet, g= quartet, quin = quintet, sex= sextet m= multiplet,
br= broad). Melting points were realized using a Biichi Melting point B-540. Analytical RP-HPLC-MS
was performed using a LC-MSD 1200SL Agilent with a Thermo Hypersilgold® column (C18, 30 mm x 1
mm; 1.9 um) using the following parameters : 1) The solvent system: A (acetonitrile) and B (0.05%
TFA in H,0); 2) A linear gradient: t= 0 min, 98%B; t = 5 min, 5%B; t = 6 min, 5%B; t = 7 min, 98%B; t =9
min, 98%B; 3) Flow rate of 0.3 mL/min; 4) Column temperature: 50°C; 5) The ratio of products was
determinate by integration of spectra recorded at 210 nm or 254 nm; 6) lonization mode : MM-
ES+APCI. HPLC were performed using a Dionex UltiMate 300 using the following parameters: Flow
rate of 0.5 mL/min, column temperature: 30°C, solvent system: A (MeOH) and B (0.05% of THA in
H,0), t = 0 min to 1 min: 50 to 60% of B then t = 1 min to t = 10 min: 60 to 100% of B and t = 10 min
tot =15 min: 100% of B.

Pd-Catalyzed Suzuki-Miyaura cross-coupling using Pd(PPh;3), in a mixture toluene:EtOH:H,O:
General method A. A microwave vial under argon was charged with the corresponding halogeno
derivatives (1.0 equiv.), the corresponding phenylboronic acid (1.2 equiv.), Pd(PPhs); (5 mol%),
Na,CO; (3.0 equiv.) and a mixture toluene:ethanol:water (5:1:1, 0.9 mmol/mL). The vial was capped
properly, flushed with argon and heated to 120°C until complete conversion of the starting material.
After cooling at room temperature, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The crude
residue was diluted in water. The organic phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic layers
were combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica
gel column chromatography, using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Nucleophilic substitution of dichlorophthalazine 13 with aniline derivatives: General method B. A
mixture of 2,6-dichlorophthalazine 12a (1.0 equiv.) and the corresponding aniline derivative (1.0
equiv.) in /PrOH (0.3 mmol/mL) was heated at 100°C for 1 hour. After cooling at room temperature,
the reaction media was concentrated and purified by silica gel column chromatography using the
appropriate hexane- ethylacetate mixture.
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Nucleophilic substitution of dichlorophthalazine 14-15 with benzylamine and phenethylamine
derivatives: General method C. A mixture of 2,6-dichlorophthalazine 12a (1.0 equiv.), the
corresponding benzylamine or phenetylamine derivative (1.1 equiv.) and Na,CO; (2.0 equiv.) in DMF
(0.3 mmol/mL) was heated overnight at 130°C. After cooling, the reaction media was diluted in
water and the aqueous phase was extracted 3 times with AcOEt. The organic layers were combined,
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column
chromatography, using the appropriate hexane- ethylacetate mixture.

Nucleophilic substitution of chlorophthalazine with NH heterocycles: General method D. A mixture
of 13-14 (1.0 equiv.), the corresponding NH heterocycles (5.2 equiv.) and DIEA (5.1 equiv.) in NMP
(0.3 mmol/mL) was heated overnight at 170°C. After it was cooled, the reaction media was diluted in
water and the aqueous phase was extracted 3 times with AcOEt. The organic layers were combined,
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column
chromatography using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Benzamide derivatives 25-30 using benzoic acid chlorides: General method E. A solution of 24 (1.0
equiv.) in SOCI, (40.5 equiv.) was heated at reflux for 2 hours. After it was cooled, the reaction
mixture was concentrated under vacuum. The residue was diluted in DCM and cooled at 0°C. The
nucleophile (1.2 equiv.) and NEt; (2.0 equiv.) were added and the resulting mixture was stirred at rt
overnight. The solution was washed with a solution of HCI 2N, a saturated solution of NaHCO; and
brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The resulting solid was then
purified by silica gel column chromatography using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Benzamide derivatives 25-30 using HOBT/EDC as activating agents: General method F. A solution of
24 (1.0 equiv.), HOBt (1.1 equiv.) and EDC (1.5 equiv.) in DMF (1.3 mmol/mL) was stirred at rt for 15
minutes. The nucleophile (2.0 equiv.) was added and the resulting solution was stirred at rt for 5
hours. The reaction media was diluted with water and the aqueous phase was extracted 3 times with
AcOEt. The combined organic layers were washed with a solution of HCI 1N, a saturated solution of
NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated. The resulting solid was then
purified by silica gel column chromatography using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Pd-Catalyzed Suzuki-Miyaura cross-coupling using Pd(PPh;3), in a mixture of DME:H,0: General
method G. A microwave vial under argon was charged with the corresponding halogeno derivatives
(1.0 equiv.), the corresponding phenylboronic acid (1.2 equiv.), Pd(PPhs); (5 mol%), Na,CO; (2.0
equiv.) and a mixture DME:water (10:1, 0.1 mmol/mL). The vial was capped properly, flushed with
argon and heated to 100°C until complete conversion of the starting material. After it was cooled,
the reaction mixture was concentrated under vacuum. The crude residue was diluted in water. The
organic phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with
brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography
using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Pd-Catalyzed Buchwald-Hartwig cross-coupling using Pd,dba; and JohnPhos: General method H. A
microwave vial (ovendried and under argon) was charged with the corresponding halogeno
derivatives (1.0 equiv.), piperidine (1.0 equiv.), Pd,dbas (10 mol%), JohnPhos (40 mol%), tBuONa (4.0
equiv.) and dioxane (0.2 mmol/mL). The vial was capped properly, flushed with argon and heated to
90°C until complete conversion of the starting material. After it was cooled, the reaction mixture was
concentrated under vacuum. The crude residue was diluted in water. The organic phase was
extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over
Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography, using the
appropriate hexane:EtOAc mixture.

Bromation of indazole derivatives 39: General method I. A solution of the corresponding indazole

derivative 38 (1.0 equiv.), in an aqueous solution of NaOH 5M (16.1 equiv.) and DMF (4.8 equiv.) was

cooled at 0°C and Br, (1.3 equiv.) was added dropwise. The resulting mixture was stirred at rt for 8

hours. A saturated solution of Na,S,0; was added to neutralize the excess of Br,. The aqueous phase
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was extracted 3 times with AcOEt. The combined organic layers were washed with water and brine,
dried over Na,S0Q,, filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography, using the
appropriate hexane:EtOAc mixture.

Protection of indazole derivatives 40a-b using a THP function: General method J. A solution of the
correspond indazole (1.0 equiv.), DHP (2.0 equiv.) and PTSA (5 mol%) in ethyl acetate (0.7 mmol/mL)
was heated overnight at 95°C. After it was cooled, the solution was concentrated under vacuum. The
residue was diluted with water and the aqueous phase was extracted 3 times with AcOEt. The
combined organic layers were washed with water and brine, dried over Na,SO, filtered,
concentrated and purified by silica gel column chromatography, using the appropriate hexane:EtOAc
mixture.

N-Alkylation of indazole derivatives using secondary alkyl bromides: General method K. A solution
of the corresponding indazole (1.0 equiv.), TBAI (3 mol%) and K,CO; (4.5 equiv.) in DMF (1.3
mmol/mL) was heated at 90°C and the corresponding bromoalkyl (1.3 equiv.) was added dropwise.
The resulting mixture was stirred overnight at 90°C. After it was cooled, the solution was diluted with
water and the aqueous phase was extracted 3 times with AcOEt. The combined organic layers were
washed with water and brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel
column chromatography, using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Cu-Catalyzed Ullmann cross-coupling: General method L. A microwave vial (ovendried and under
argon) was charged with the corresponding indazole derivative (1.0 equiv.), the iodo compound (3.0
equiv.), Cul (5 mol%), trans-1-N,2-N-dimethylcyclohexane-1,2-diamine (20 mol%), K,COs (3.0 equiv.)
and anhydrous toluene (0.9 mmol/mL). The vial was capped properly, flushed with argon and heated
to 130°C overnight. After it was cooled, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The
crude residue was diluted in water. The organic phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic
layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by
silica gel column chromatography using the appropriate hexane:EtOAc mixture.

Pd-Catalyzed Buchwald-Hartwig cross-coupling using Pd(OAc), and JosiPhos: General method M. A
microwave vial (ovendried and under argon) was charged with the corresponding bromoindazole
derivative (1.0 equiv.), the nucleophile (1.2 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), JosiPhos (5 mol%), Cs,COs (1.5
equiv.) and anhydrous dioxane (0.2 mmol/mL). The vial was capped properly, flushed with argon and
heated to 120°C overnight. After it was cooled, the reaction mixture was concentrated under
vacuum. The crude residue was diluted in water. The organic phase was extracted 3 times with
EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered,
concentrated and purified by silica gel column chromatography, using the appropriate hexane:EtOAc
mixture.

Pd-Catalyzed Buchwald-Hartwig cross-coupling using Pd(OAc), and BrettPhos: General method N. A
microwave vial (ovendried and under argon) was charged with the corresponding bromoindazole
derivative (1.0 equiv.), the nucleophile (1.2 equiv.), Pd(OAc), (5 mol%), BrettPhos (10 mol%), Cs,CO;
(1.5 equiv.) and anhydrous dioxane (0.2 mmol/mL). The vial was capped properly, flushed with argon
and heated to 120°C overnight. After it was cooled, the reaction mixture was concentrated under
vacuum. The crude residue was diluted in water. The organic phase was extracted 3 times with
EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO, filtered,
concentrated and purified by silica gel column chromatography, using the appropriate hexane:EtOAc
mixture.

N,4-Diphenylphthalazin-1-amine (4a). Following general method A and starting from 13a (15 mg,
0.059 mmol) and phenylboronic acid (8 mg, 0.065 mmol), 4a was obtained as a white solid (14 mg,
0.046 mmol, 78%). Purity > 98 %; mp = 232-234 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 7.05 (t, 1H, J =
7.3 Hz), 7.38 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 7.52-7.61 (m, 3H), 7.67 (dd, 2H, J = 1.8 Hz, J = 8.2 Hz), 7.88-7.97 (m,
4H), 8.03 (td, 1H, J = 0.9 Hz, J = 7.2 Hz), 8.67 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 9.26 (s, 1H); **C NMR (101 MHz,
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DMSO) & ppm 120.7, 122.0, 122.5, 125.5, 125.8, 128.1, 128.3, 129.4, 131.3, 131.9, 134.0, 136.5,
140.4, 151.6, 161.4.

N-(4-Chlorophenyl)-4-phenylphthalazin-1-amine (4c). Following general method A and starting from
13c (100 mg, 0.34 mmol) and phenylboronic acid (46 mg, 0.065 mmol), 4c was obtained as a yellow
solid (114 mg, 0.34 mmol, 100%). Purity = 95 %; mp = 202-206 °C; "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm
7.42 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.54-7.61 (m, 3H), 7.67 (dd, 2H, J = 1.4 Hz, J = 8.0 Hz), 7.89 (dd, 1H, J = 0.9 Hz,
J=8.2 Hz), 7.95 (td, 1H, J = 0.9 Hz, J = 8.2 Hz), 8.02-8.06 (m, 3H), 8.66 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 9.39 (s, 1H);
3C NMR (101 MHz, DMSO) 6 ppm 118.4, 122.1, 122.6, 125.5, 125.7, 125.8, 128.2, 128.3, 128.5,
129.6, 131.6, 132.2, 136.6, 139.6, 151.6, 153.6.

N-(4-Methoxyphenyl)-4-phenylphthalazin-1-amine (4d). Following general method A and starting
from 13d (100 mg, 0.35 mmol) and phenylboronic acid (51 mg, 0.52 mmol), 4d was obtained as a
yellow solid (102 mg, 0.31 mmol, 89%). Purity 2 98 %; mp = 132-134 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
ppm 3.83 (s, 3H), 7.13 (d, 2H, J= 8.3 Hz), 7.56 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.62-7.71 (m, 5H), 7.98 (d, 1H, /= 7.8
Hz), 8.18 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 8.26 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 8.92 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 11.14 (s, 1H); *C NMR (101
MHz, DMSO) 6 ppm 55.9, 115.5, 121.5, 125.2, 127.4, 127.5, 128.4, 128.6, 129.4, 130.2, 130.7, 133.0,
134.6,135.9, 152.32 152.8, 158.9.

N-(3-Chlorophenyl)-4-(4-chlorophenyl)phthalazin-1-amine (4e). Following general method A and
starting from 13b (100 mg, 0.34 mmol) and 4-chlorophenylboronic acid (59 mg, 0.38 mmol), 4e was
obtained as a white solid (86 mg, 0.23 mmol, 68%). Purity 2 98 %; mp = 219-224°C; 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 ppm 7.09 (dd, 1H, J = 1.9 Hz, J = 7.7 Hz), 7.40 (t, 1H, J = 8.2 Hz), 7.64 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
7.72 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.89 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.97 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 8.06 (t, 1H, J = 8.3 Hz), 8.27 (t,
1H, J = 1.9 Hz), 8.67 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 9.47 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 118.4, 118.8,
119.8, 121.6, 122.6, 125.6, 125.6, 128.5, 123.0, 131.5, 131.8, 132.5, 132.8, 133.5, 135.4, 142.1, 151.7,
152.9.

N-(3-Chlorophenyl)-4-(4-methoxyphenyl)phthalazin-1-amine (4f). Following general method A and
starting from 13b (100 mg, 0.34 mmol) and 4-methoxyphenylboronic acid (58 mg, 0.38 mmol), 4f was
obtained as a white solid (92 mg, 0.26 mmol, 74%). Purity > 98 %; mp = 233-234°C; 'H NMR (400
MHz, DMSO) & ppm 3.03 (s, 3H), 6.24 (dd, 1H, J = 1.3 Hz, J = 7.9 Hz), 6.31 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 6.56 (t,
1H, J = 8.2 Hz), 6.79 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.05 (dd, 1H, J = 1.3 Hz, J = 8.3 Hz), 7.10-7.15 (m, 2H), 7.19-
7.23 (m, 1H), 7.49 (t, 1H, J = 2.0 Hz), 7.81 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 8.57 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) &
ppm 55.2, 113.9, 118.6, 118.7, 119.6, 121.4, 122.5, 125.8, 126.0, 128.8, 130.0, 131.0, 131.6, 132.2,
132.7,142.3,151.3, 153.6, 159.6.

N-(3-Chlorophenyl)isoquinoline (8). A mixture of 1-chloro-isoquinoline 7 (100 mg, 0.61 mmol, 1.0
equiv.) and 3-chloroaniline (78.0 uL, 0.73 mmol, 1.2 equiv.) in NMP (0.6 mL) was heated overnight at
110°C. After it was cooled, the reaction mixture was diluted in water. The aqueous phase was
extracted twice with AcOEt. The combined organic layers were washed with brine, dried over Na,SO,,
filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 9:1), yielding
to 8 a white solid (121 mg, 0.48 mmol, 78%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 7.02 (ddd, 1H, J=1.0
Hz, J=2.0Hz, J=8.2 Hz), 7.13 (s, 1H), 7.18 (d, 1H, J = 5.8 Hz), 7.26 (t, 1H, J= 8.2 Hz), 7.49 (ddd, 1H, J =
1.0 Hz, J = 2.0 Hz, J = 8.2 Hz), 7.56 (ddd, 1H, J = 1.0 Hz, J = 6.9 Hz, J = 8.2 Hz), 7.66 (ddd, 1H, J = 1.0 Hz,
J=6.9Hz, J=82Hz),7.77 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.87 (t, 1H, J = 2.0 Hz), 7.91 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.12 (d,
1H, J = 5.8 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 114.1, 117.9, 119.8, 121.2, 122.4, 126.7, 127.6,
129.9, 130.0, 134.6, 137.5, 140.8, 141.8.

4-Bromo-N-(3-chlorophenyl)isoquinolin-1-amine (9). A mixture of 8 (77 mg, 0.30 mmol, 1.0 equiv.) in

THF (0.5 mL) was cooled at 0°C. A solution of phenyltrimethylammonium tribromide (103 mg, 0.27

mmol, 0.9 equiv.) in THF (1.0 mL) was added dropwise in the previous solution. The reaction media

was stirred at rt for 6 hours and concentrated under vacuum. The residue was diluted in water. The

aqueous phase was extracted twice with AcOEt. The combined organic layers were washed with a

saturated solution of NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by
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silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 9:1), yielding to 9 an orange solid (101 mg, 0.30
mmol, 99%). '"H NMR (400 MHz, CDCls) 6§ ppm 7.05 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.11 (s, 1H), 7.17 (t, 1H, J = 8.0
Hz), 7.47 (d, 1H, /= 8.4 Hz), 7.64 (t, 1H, J=8.0 Hz), 7.79 (t, 1H, J = 8.4 Hz), 7.83 (s, 1H), 7.90 (d, 1H, J =
8.4 Hz), 8.15 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 8.29 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 110.3, 118.1, 120.1,
121.5,122.9,127.1,127.6,129.9, 131.2, 134.6, 135.7, 141.2, 142.2, 151.1.

N-(3-Chlorophenyl)-4-phenylisoquinolin-1-amine (10). Following general method A and starting from
9 (60 mg, 0.18 mmol) and phenylboronic acid (26 mg, 0.22 mmol), 10 was obtained as a white solid
(54 mg, 0.16 mmol, 90%). Purity = 95 %; mp = 202-204°C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 7.20 (d,
1H, J = 7.0 Hz), 7.45-7.55 (m, 6H), 7.76-7.83 (m, 5H), 8.03 (s, 1H), 8.69 (d, 1H, J = 7.7 Hz); *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 ppm 118.8, 121.0, 122.0, 123.8, 124.8, 125.3, 126.0, 127.8, 128.2, 129.2, 130.4,
131.0, 132.5, 133.7, 135.9, 136.7, 152.0, 170.8; HRMS (M+H") 331.0992 (calcd for C,;H;sCIN,H"
331.0997).

1,4-Dichlorophthalazine (12a). A mixture of phthalhydrazide 11a (2.50 g, 15.42 mmol, 1.0 equiv.) and
pyridine (2.49 mL, 30.80 mmol, 2.0 equiv.) in POCIl; (50.3 mL) was heated at reflux for 1 hour. After it
was cooled, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The residue was dissolved in
cooled DCM and poured slowly in cooled water. The organic phase was separated and the aqueous
phase was extracted twice with DCM. The combined organic layers were washed with a saturated
solution of NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated under vacuum and purified
by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 3:2), yielding to 12a white solid (2.84 g, 14.27
mmol, 93%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 8.05-8.07 (m, 2H), 8.30-8.32 (m, 2H); *C NMR (101
MHz, CDCl;) & ppm 126.2, 127.7, 134.8, 155.4.

1,4-Dichloro-6-(trifluoromethyl)phthalazine (12b). A mixture of 11b (176 mg, 0.76 mmol, 1.0 equiv.)
and pyridine (123.6 pL, 1.53 mmol, 2.0 equiv.) in POCl; (2.5 mL) was heated at reflux for 1 hour. After
it was cooled, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The residue was dissolved in
cooled DCM and poured slowly in cooled water. The organic phase was separated and the aqueous
phase was extracted twice with DCM. The combined organic layers were washed with a saturated
solution of NaHCO; and brine, dried over Na,S0O,, filtered, concentrated under vacuum and purified
by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 7:3), yielding to 12b white solid (186 mg, 0.70
mmol, 91%). *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 8.26 (dd, 1H, J = 1.8 Hz, J = 8.7 Hz), 8.49 (dt, 1H, J = 0.8
Hz, J = 8.7 Hz), 8.61 (t, 1H, J = 0.8 Hz); °F NMR (376 MHz, CDCl;) § ppm -63.1; *C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 ppm 121.5,123.9 (q,J=4.4 Hz), 124.2,127.2,127.7, 128.9, 130.6 (q, J = 2.9 Hz), 136.5, 155.2
(d, J=34.5 Hz).

4-Chloro-N-phenylphthalazin-1-amine (13a). Following general method B and starting from 1,4-
dichlorophthalazine 12a (150 mg, 0.75 mmol) and aniline (68.7 uL, 0.75 mmol), 13a was obtained as
a white solid (34 mg, 0.13 mmol, 18%). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 ppm 7.06 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.38
(t, 1H,J=7.4 Hz), 7.87 (dd, 2H, J = 1.1 Hz, J = 8.4 Hz), 8.07-8.13 (m, 2H), 8.16-8.19 (m, 1H), 8.67 (dd,
1H, J = 2.0 Hz, J = 6.5 Hz), 9.34 (s, 1H); °C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 121.0, 121.8, 123.2, 123.7,
125.2,126.2, 128.9, 133.5, 133.8, 140.5, 146.9, 153.3.

4-Chloro-N-(3-chlorophenyl)phthalazin-1-amine (13b). Following general method B and starting from
1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 3-chloroaniline (53.4 pL, 0.50 mmol), 13b was
obtained as a white solid (146 mg, 0.50 mmol, 100%). "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 7.11 (dd, 1H,
J=1.8Hz,J=7.8Hz),7.39 (t, 1H, J = 8.2 Hz), 7.82 (dd, 1H, J = 1.8 Hz, J = 7.8 Hz), 8.08-8.16 (m, 3H),
8.19 (dd, 1H, J = 2.0 Hz, J = 7.3 Hz), 8.67 (dd, 1H, J = 2.0 Hz, J = 7.3 Hz), 9.50 (s, 1H); *C NMR (101
MHz, DMSO) 6 ppm 119.2, 120.1, 120.5, 122.1, 123.2, 124.8, 125.6, 130.0, 132.7, 133.1, 133.5, 141.5,
147.1, 152.6.

4-Chloro-N-(4-chlorophenyl)phthalazin-1-amine (13c). Following general method B and starting from

1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 4-chloroaniline (64.1 mg, 0.50 mmol), 13c was

obtained as a white solid (142 mg, 0.49 mmol, 98%). "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 7.42 (d, 2H, J =

8.9 Hz), 7.93 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 8.07-8.14 (m, 2H), 8.18 (dd, 1H, J = 2.1 Hz, J = 7.4 Hz), 8.65 (dd, 1H, J =
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2.1 Hz, J = 7.4 Hz), 9.45 (s, 1H); ©3C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 121.0, 123.1, 123.7, 125.3, 126.1,
126.7, 128.8, 133.6, 134.0, 139.5, 147.3, 153.1.

4-Chloro-N-(4-methoxyphenyl)phthalazin-1-amine (13d). Following general method B and starting
from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 4-methoxyaniline (58.4 L, 0.50 mmol),
13d was obtained as a yellow solid (126 mg, 0.44 mmol, 88%). 'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 ppm 3.77
(s, 3H), 6.96 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 7.72 (d, 2H, J = 8.9 Hz), 8.05-8.10 (m, 2H), 8.13 (dd, 1H, J= 2.1 Hz, J =
7.0 Hz), 8.62 (dd, 1H, J = 1.4 Hz, J = 7.2 Hz), 9.23 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 54.9,
113.4,120.0,122.8,123.2,124.4,125.3, 132.5,132.6, 132.9, 145.4, 152.6, 155.0.

N-Benzyl-4-chlorophthalazin-1-amine (14a). Following general method C and starting from 1,4-
dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and benzylamine (60.4 uL, 0.55 mmol), 14a was
obtained as a white solid (94 mg, 0.35 mmol, 70%). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 4.78 (d, 2H, J =
5.8 Hz), 7.22 (t, 1H, J=7.2 Hz), 7.31 (t, 1H, J= 7.4 Hz), 7.39 (d, 2H, J = 7.4 Hz), 7.99-8.02 (m, 2H), 8.05-
8.08 (m, 1H), 8.32 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 8.42-8.45 (m, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) 6 ppm 44.1, 119.9,
122.8,124.5,125.2,126.5,127.2,128.1,132.5, 132.9, 139.6, 144.3, 153.8.

4-Chloro-N-[(3-chlorophenyl)methyl]phthalazin-1-amine (14b). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 3-chlorobenzylamine (68.1 uL,
0.55 mmol), 14b was obtained as a white solid (90 mg, 0.30 mmol, 59%). *H NMR (400 MHz, DMSO) &
ppm 4.77 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 7.27-7.30 (m, 1H), 7.32-7.37 (m, 2H), 7.44 (s, 1H), 8.00-8.05 (m, 2H),
8.06-8.10 (m, 1H), 8.36 (t, 1H, J = 5.9 Hz), 8.40-8.43 (m, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 44.2,
120.4,123.3, 125.1, 125.7, 126.4, 127.0, 127.5, 130.6, 133.2, 133.3, 133.5, 142.9, 145.1, 154.2.

4-Chloro-N-[(2-methoxyphenyl)methyl]phthalazin-1-amine (14c). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 2-methoxybenzylamine (72.2 pL,
0.55 mmol), 14c¢ was obtained as a yellow solid (96 mg, 0.32 mmol, 64%). "H NMR (400 MHz, DMSO)
& ppm 3.85 (s, 3H), 4.74 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 6.84 (td, 1H, J = 0.9 Hz, J = 7.4 Hz), 7.01 (d, 1H, J = 8.0 Hz),
7.18-7.24 (m, 2H), 8.00 (m, 2H), 8.07-8.09 (m, 1H), 8.13 (t, 1H, J = 5.8 Hz), 8.46-8.48 (m, 1H); *C NMR
(101 MHz, DMSO) & ppm 39.9, 55.8, 110.9, 120.4, 120.5, 123.4, 125.0, 125.8, 127.2, 127.7, 128.2,
133.1, 133.4, 144.7, 154.5, 157.3.

4-Chloro-N-[(3-methoxyphenyl)methyl]phthalazin-1-amine (14d). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 3-methoxybenzylamine (70.9 pL,
0.55 mmol), 14d was obtained as a yellow solid (118 mg, 0.39 mmol, 79%). 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 ppm 3.71 (s, 3H), 4.75 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 6.79 (dd, 1H, J = 2.4 Hz, J = 8.0 Hz), 6.95-6.97 (m,
2H), 7.22 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.99-8.02 (m, 2H), 8.06-8.09 (m, 1H), 8.29 (t, 1H, J = 5.9 Hz), 8.42-8.45 (m,
1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 44.6, 55.4, 112.3, 113.6, 119.9, 120.4, 123.3, 125.0, 125.8,
129.7,133.1, 133.5, 141.8, 144.8, 154.4, 159.7.

4-Chloro-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]phthalazin-1-amine (14e). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 4-methoxybenzylamine (72.2 pL,
0.55 mmol), 14e was obtained as a white solid (128 mg, 0.43 mmol, 85%). Purity = 98 %; mp = 154°C;
'H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 3.71 (s, 3H), 4.70 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.87 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.32 (d,
2H, J = 8.7 Hz), 7.98-8.03 (m, 2H), 8.06-8.09 (m, 1H), 8.23 (t, 1H, J = 5.8 Hz), 8.40-8.43 (m, 1H); *C
NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 43.6, 54.9, 113.5, 119.9, 122.8, 124.4, 125.2, 128.6, 131.4, 132.5,
132.8, 144.1, 153.7, 158.1.

4-Chloro-N-[(3-chloro-4-methoxyphenyl)methyl]phthalazin-1-amine (14f). Following general method
C and starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 3-chloro-4-
methoxybenzylamine (80.4 uL, 0.55 mmol), 14f was obtained as a yellow solid (104 mg, 0.31 mmol,
62%). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 3.81 (s, 3H), 4.69 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 7.08 (d, 1H, J = 8.4 Hz),
7.34 (dd, 1H, J = 2.1 Hz, J = 8.4 Hz), 7.45 (d, 1H, J = 2.1 Hz), 7.99-8.02 (m, 2H), 8.06-8.08 (m, 1H), 8.28
(t, 1H, J = 5.8 Hz), 8.38-8.41 (m, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 43.2, 56.0, 112.5, 119.9,
120.5, 122.8, 124.5, 125.3,127.4,128.9, 132.7, 132.9, 133.0, 144.4, 153.3, 153.8.
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N-(2H-1,3-Benzodioxol-5-yImethyl)-4-chlorophthalazin-1-amine (14g). Following general method C
and starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and piperonylamine (69.0 uL,
0.55 mmol), 14g was obtained as a white solid (151 mg, 0.48 mmol, 96%). ‘H NMR (400 MHz, DMSO)
& ppm 4.67 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 5.96 (s, 2H), 6.84 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.88 (dd, 1H, J = 1.4 Hz, J = 7.9 Hz),
6.97 (d, 1H, J = 1.4 Hz), 7.99-8.02 (m, 2H), 8.05-8.08 (m, 1H), 8.23 (t, 1H, J = 5.8 Hz), 8.39-8.42 (m, 1H);
3C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 43.9, 100.6, 107.8, 108.0, 119.8, 120.4, 122.7, 124.4, 125.1, 132.5,
132.8, 133.4, 144.2, 145.8, 147.0, 153.7.

4-Chloro-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-7-(trifluioromethyl)phthalazin-1-amine (14h). A mixture of 12b
(150 mg, 0.56 mmol, 1.0 equiv.), 4-methoxybenzyamine (88.1 uL, 0.67 mmol, 1.2 equiv.) and dbu
(208.9 uL, 1.40 mmol, 2.5 equiv.) in NMP (1.2 mL) was stirred at rt for 2 hours. After it was cooled,
the reaction mixture was diluted with water. The aqueous phase was extracted 3 times with AcOEt.
The combined organic layers were washed with brine, dried over Na,SQO,, filtered, concentrated and
purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 9:1 to 7:3), yielding to 14h as a yellow
solid (105 mg, 0.29 mmol, 51%). Purity = 95 %; mp = 138-142 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm
3.77 (s, 3H), 4.79 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 5.67 (s, 1H), 6.85 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.36 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 8.06
(dd, 1H, J = 1.3 Hz, J = 8.7 Hz), 8.11 (s, 1H), 8.31 (d, 1H, J = 8.7 Hz); *°F NMR (376 MHz, CDCl5) & ppm -
62.7; >C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 46.1, 55.5, 114.3, 119.2 (q, J = 3.7 Hz), 127.3, 128.5 (q, J = 3.7
Hz), 130.1, 130.2, 133.8, 134.1, 159.5; HRMS (M+H") 368.0769 (calcd for C;;H;3F3sN;OH" 368.0772).

4-Chloro-N-(2-phenylethyl)phthalazin-1-amine (15a). Following general method C and starting from
1,4-dichlorophthalazine 12a (80 mg, 0.40 mmol) and phenethylamine (55.7 uL, 0.44 mmol), 15a was
obtained as a white solid (65 mg, 0.23 mmol, 57%). 'H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 3.01 (t, 2H, J =
7.6 Hz),3.76 (g, 2H, J = 7.6 Hz), 7.19-7.23 (m, 1H), 7.27-7.32 (m, 4H), 7.84 (t, 1H, J = 5.2 Hz), 7.98-8.02
(m, 2H), 8.06-8.08 (m, 1H), 8.32-8.35 (m, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 34.7, 43.3, 120.5,
123.2,125.0,125.7,126.5, 128.8, 129.2, 133.0, 133.3, 140.3, 144.5, 154 4.

4-Chloro-N-[2-(3-chlorophenyl)ethyl]phthalazin-1-amine (15b). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 2-(3-chlorophenyl)ethylamine
(76.9 pL, 0.55 mmol), 15b was obtained as a white solid (125 mg, 0.39 mmol, 78%). ‘H NMR (400
MHz, DMSO) & ppm 3.02 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.77 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 7.23-7.27 (m, 2H), 7.31 (d, 1H, J =
7.5 Hz), 7.36 (s, 1H), 7.83 (t, 1H, J = 5.4 Hz), 7.98-8.00 (m, 2H), 8.06-8.08 (m, 1H), 8.31-8.34 (m, 1H);
C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 34.2, 42.9, 120.4, 123.2, 125.0, 125.7, 126.5, 128.0, 129.0, 130.6,
133.0, 133.4, 143.0, 144.6, 154.4.

4-Chloro-N-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]phthalazin-1-amine (15c). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (200 mg, 1.00 mmol) and 2-(4-chlorophenyl)ethylamine
(154.7 pL, 1.11 mmol), 15¢ was obtained as a white solid (235 mg, 0.74 mmol, 73%). 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 ppm 3.01 (t, 2H, J=7.2 Hz), 3.75 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 7.31 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.35 (d, 2H,
J=8.4Hz), 7.81 (t, 1H, J = 5.3 Hz), 7.99-8.01 (m, 2H), 8.07-8.09 (m, 1H), 8.31-8.34 (m, 1H); °C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 ppm 33.9, 43.0, 120.5, 123.2, 125.0, 125.7, 128.7, 131.1, 133.0, 133.4, 144.6,
154.5.

4-Chloro-N-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]phthalazin-1-amine (15d). Following general method C and
starting from 1,4-dichlorophthalazine 12a (100 mg, 0.50 mmol) and 2-(4-methoxyphenyl)ethylamine
(81.1 pL, 0.55 mmol), 15d was obtained as a white solid (134 mg, 0.43 mmol, 85%). ‘H NMR (400
MHz, DMSO) & ppm 2.94 (t, 2H, J = 7.7 Hz), 3.68-3.73 (m, 2H), 3.71 (s, 3H), 6.85 (d, 2H, J = 8.7 Hz),
7.19 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.80 (t, 1H, J = 5.3 Hz), 7.97-8.00 (m, 2H), 8.05-8.07 (m, 1H), 8.32-8.34 (m, 1H);
3C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 33.8, 43.5, 55.4, 114.2, 120.5, 123.2, 125.0, 125.7, 130.1, 132.1,
133.0, 133.3, 144.4, 154.5, 158.1.

N-Benzyl-4-phenylphthalazin-1-amine (16a). Following general method A and starting from 14a (75

mg, 0.28 mmol) and phenylboronic acid (41 mg, 0.33 mmol), 16a was obtained as a white solid (55

mg, 0.18 mmol, 64%). Purity > 98 %; mp = 218-220 °C; "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 4.87 (d, 2H, J

=5.9 Hz), 7.23 (t, 1H, J = 7.3 Hz), 7.33 (t, 2H, J = 7.3 Hz), 7.44 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.48-7.57 (m, 3H),
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7.61 (td, 2H, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz), 7.81 (dd, 1H, J = 0.9 Hz, J = 8.2 Hz), 7.86 (td, 1H, J = 0.9 Hz, J = 8.2
Hz), 7.93 (td, 1H, J = 1.4 Hz, H = 8.0 Hz), 8.19 (t, 1H, J = 5.9 Hz), 8.45 (d, 1H, J = 8.2 Hz); *C NMR (101
MHz, DMSO) & ppm 44.5, 118.3, 122.8, 125.9, 126.0, 127.0, 127.7, 128.6, 128.7, 128.8, 130.0, 131.6,
132.2, 137.6, 140.8, 151.9, 153.3.

N-[(3-Chlorophenyl)methyl]-4-phenylphthalazin-1-amine (16b). Following general method A and
starting from 14b (50 mg, 0.16 mmol) and phenylboronic acid (21 mg, 0.17 mmol), 16b was obtained
as a colorless oil (10 mg, 0.03 mmol, 17%). Purity = 98 %; ‘H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 4.90 (s,
2H), 7.37-7.46 (m, 3H), 7.57 (s, 1H), 7.62-7.69 (m, 5H), 7.95 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 8.14 (t, 1H, J = 8.0 Hz),
8.20 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 8.76 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 10.10 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 45.1,
121.1,124.9, 126.7,127.2,127.9, 128.0, 128.5, 129.3, 130.2, 130.7, 130.9, 132.9, 133.7, 134.6, 135.8,
139.4, 152.3, 152.6; HRMS (M+H") 346.1099 (calcd for C,;H,3CIN3H" 346.1106).

N-[(2-Methoxyphenyl)methyl]-4-phenylphthalazin-1-amine (16c). Following general method A and
starting from 14c (83 mg, 0.28 mmol) and phenylboronic acid (41 mg, 0.33 mmol), 16¢c was obtained
as a white solid (21 mg, 0.06 mmol, 22%). Purity 2 98 %; mp = 161-162 °C; '"H NMR (400 MHz, DMSO)
6 ppm 3.90 (s, 3H), 4.86 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 6.89 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.04 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.23-7.29
(m, 2H), 7.52-7.58 (m, 3H), 7.61-7.64 (m, 2H), 7.84 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.89 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.96 (t,
1H, J = 6.8 Hz), 6.03 (t, 1H, J = 5.6 Hz), 8.52 (d, 1H, J = 8.0 Hz); >*C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 39.9,
55.8, 110.8, 118.4, 120.5, 122.9, 125.9, 126.0, 127.6, 127.8, 128.1, 128.8, 130.0, 131.6, 132.2, 134.5,
137.6, 151.8, 153.5, 157.3; HRMS (M+H") 342.1596 (calcd for C,,H;sN;OH' 342.1601).

N-[(3-Methoxyphenyl)methyl]-4-phenylphthalazin-1-amine (16d). Following general method A and
starting from 14d (98 mg, 0.33 mmol) and phenylboronic acid (48 mg, 0.39 mmol), 16d was obtained
as a colorless oil (55 mg, 0.16 mmol, 49%). Purity = 98 %; ‘H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 3.72 (s,
3H), 4.83 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 6.80 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, J = 7.5 Hz), 7.00-7.02 (m, 2H), 7.23 (t, 1H, J = 7.9
Hz), 7.32 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.50-7.56 (m, 3H), 7.59-7.61 (m, 2H), 7.77-7.82 (m, 2H), 7.86 (td, 1H, J =
1.2 Hz, J = 8.2 Hz), 7.93 (td, 1H, J = 1.2 Hz, J = 8.2 Hz), 8.02 (s, 1H), 8.17 (t, 1H, J = 5.9 Hz), 8.45 (d, 1H, J
= 8.2 Hz); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 44.6, 55.4, 112.2, 113.6, 118.4, 119.9, 122.8, 125.9,
126.0, 128.7, 128.8, 129.7, 130.0, 131.6, 132.2, 134.5, 137.6, 142.4, 151.9, 153.3, 159.7; HRMS
(M+H") 342.1599 (calcd for C,,H1oN;OH' 342.1601).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-4-phenylphthalazin-1-amine (16e). Following general method A and
starting from 14e (83 mg, 0.28 mmol) and phenylboronic acid (41 mg, 0.33 mmol), 16e was obtained
as a white solid (70 mg, 0.20 mmol, 74%). Purity > 98 %; mp = 69-74 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
ppm 3.72 (s, 3H), 4.78 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.89 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.37 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.48-7.57 (m,
3H), 7.60 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.80 (d, 1H, /= 8.0 Hz), 7.85 (t, 1H, J= 8.2 Hz), 7.92 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 8.11
(t, 1H, J = 5.5 Hz), 8.42 (d, 1H, J = 8.2 Hz); >C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 44.0, 55.5, 114.0, 118.3,
122.8,125.9, 126.0, 128.7, 128.8, 129.1, 130.0, 131.6, 132.2, 132.5, 137.5, 151.8, 153.3, 158.5; HRMS
(M+H") 342.1596 (calcd for C,,H;sN;OH" 342.1601).

N-[(3-Chloro-4-methoxyphenyl)methyl]-4-phenylphthalazin-1-amine (16f). Following general method
A and starting from 14f (80 mg, 0.24 mmol) and phenylboronic acid (31 mg, 0.25 mmol), 16f was
obtained as a white solid (60 mg, 0.16 mmol, 66%). Purity = 98 %; mp = 97-99 °C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO) & ppm 3.86 (s, 3H), 4.85 (d, 2H, J = 4.5 Hz), 5.51 (s, 1H), 6.86 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.35 (dd, 1H, J
= 1.5 Hz, J = 8.4 Hz), 7.43-7.51 (m, 4H), 7.68 (d, 2H, J = 6.8 Hz), 7.72-7.77 (m, 2H), 7.84 (d, 1H, J = 7.3
Hz), 7.96 (d, 1H, J = 7.3 Hz); **C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 45.3, 56.4, 112.3, 118.6, 120.8, 122.6,
126.5,127.0, 128.1, 128.5, 128.7, 130.1, 130.3, 131.2, 131.5, 132.5, 137.2, 152.8, 153.6, 154.4; HRMS
(M+H") 376.1207 (calcd for Cp,H;sCIN;OH' 376.1211).

N-(2H-1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl)-4-phenylphthalazin-1-amine (16g). Following general method A

and starting from 14g (70 mg, 0.22 mmol) and phenylboronic acid (33 mg, 0.27 mmol), 16g was

obtained as a white solid (53 mg, 0.15 mmol, 67%). Purity > 98 %; mp = 170-172 °C; 'H NMR (400

MHz, DMSO) 6 ppm 4.81 (d, 2H, J = 4.1 Hz), 6.01 (s, 2H), 6.93 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.00 (d, 1H, J = 7.9

Hz), 7.10 (s, 1H), 7.64-7.67 (m, 5H), 7.93 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 8.10-8.19 (m, 2H), 8.79 (d, 1H, J = 7.9 Hz),
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10.05 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 45.5, 101.5, 108.7, 108.9, 121.1, 121.6, 125.0, 127.1,
128.2, 129.3, 130.1, 130.5, 133.5, 134.2, 135.6, 147.1, 147.8, 151.7, 152.4, 157.0; HRMS (M+H")
356.1391 (calcd for C,,H;7N50,H" 356.1394).

6-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-4-phenyl-7-(trifluoromethyl)phthalazin-1-amine (16h). Following
general method A and starting from 14h (62 mg, 0.17 mmol) and phenylboronic acid (23 mg, 0.19
mmol), 16h was obtained as a yellow solid (44 mg, 0.11 mmol, 64%). Purity > 95 %; mp = 93-97 °C; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 3.77 (s, 3H), 4.86 (d, 2H, J = 5.0 Hz), 5.65 (t, 1H, J = 5.0 Hz), 6.86 (d, 2H,
J=8.7 Hz),7.40 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.48-7.52 (m, 3H), 7.65 (dd, 2H, J = 1.9 Hz, J = 8.0 Hz), 7.89 (dd, 1H,
J=1.3Hz,J=8.7 Hz), 8.08 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 8.13 (s, 1H); *°F NMR (376 MHz, CDCl5) & ppm -62.7; ©3C
NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 46.0, 55.5, 114.3, 119.0 (q, J = 3.7 Hz), 124.9, 127.3 (q, J = 2.9 Hz),
127.9, 128.2, 128.7, 129.0, 130.1, 130.2, 130.8, 132.5, 132.8, 136.6, 152.8 (d, J = 3.7 Hz); HRMS
(M+H") 410.1478 (calcd for C,3H,5FsN3OH" 410.1475).

4-Phenyl-N-(2-phenylethyl)phthalazin-1-amine (17a). Following general method A and starting from
15a (57 mg, 0.20 mmol) and phenylboronic acid (29 mg, 0.24 mmol), 17a was obtained as a white
solid (41 mg, 0.13 mmol, 64%). Purity 2 98 %; mp = 132-134 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO) & ppm
3.10 (t, 2H, J=8.0 Hz), 3.90 (q, 2H, J = 8.0 Hz), 7.24 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 7.33 (t, 2H, J = 7.2 Hz), 7.37 (d,
2H, J = 7.2 Hz), 7.64-7.68 (m, 5H), 7.93 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 8.14 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 8.19 (t, 1H, /= 7.2
Hz), 9.76 (d, 1H, J = 8.1 Hz), 9.99 (s, 1H); *C NMR (125 MHz, DMSO) & ppm 33.9, 44.1, 121.3, 125.1,
127.0,127.1,128.4,128.9, 129.3, 129.4, 130.1, 130.5, 134.3, 136.0, 138.8, 152.4.

N-[2-(3-Chlorophenyl)ethyl-4-phenylphthalazin-1-amine (17b). Following general method A and
starting from 15b (69 mg, 0.22 mmol) and phenylboronic acid (32 mg, 0.26 mmol), 17b was obtained
as a white solid (22 mg, 0.06 mmol, 28%). Purity > 98 %; mp = 111-112 °C; ‘H NMR (400 MHz, DMSO)
& ppm 3.09 (t, 2H, J = 7.8 Hz), 3.90 (g, 2H, J = 7.8 Hz), 7.30-7.37 (m, 3H), 3.49 (t, 1H, J = 1.5 Hz), 7.64-
7.68 (m, 5H), 7.94 (dd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 8.2 Hz), 8.14 (td, 1H, J = 1.4 Hz, J = 8.2 Hz), 8.19 (td, J = 1.5
Hz, J = 8.2 Hz), 8.72 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 9.95 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 33.5, 43.7,
121.3,125.1, 127.0, 127.1, 128.2, 128.4, 129.3, 129.4, 130.1, 130.5, 130.7, 133.5, 134.3, 136.0, 141.4,
152.5; HRMS (M+H") 360.1261 (calcd for C,,H1sCINsH 360.1262).

N-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl-4-phenylphthalazin-1-amine (17c). Following general method A and
starting from 15¢ (150 mg, 0.47 mmol) and phenylboronic acid (63 mg, 0.52 mmol), 17c was obtained
as a white solid (113 mg, 0.24 mmol, 50%). Purity 2 98 %; mp = 131-133 °C; 'H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 ppm 3.09 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.90 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 7.37-7.40 (m, 4H), 7.60-7.69 (m, 5H),
7.92 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 8.11-8.19 (m, 2H), 8.77 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 10.07 (s, 1H); *C NMR (101 MHz,
DMSO) 6 ppm 33.2, 43.9, 121.4, 125.2, 127.1, 128.4, 128.8, 129.3, 130.1, 130.5, 131.3, 131.7, 133.6,
134.3, 136.0, 137.9, 151.2, 152.4; HRMS (M+H") 360.1265 (calcd for C,,H;5CIN;H" 360.1262).

N-[2-(4-Methoxyphenyl)ethyl-4-phenylphthalazin-1-amine (17d). Following general method A and
starting from 15d (75 mg, 0.24 mmol) and phenylboronic acid (35 mg, 0.29 mmol), yielding to 17d as
a white solid (67 mg, 0.19 mmol, 79%). Purity 2 98 %; mp = 139-142 °C; 'H NMR (500 MHz, DMSO) &
ppm 2.99 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 3.79 (q, 2H, J = 7.6 Hz), 6.87 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.23 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
7.51(d, 1H,J=7.0 Hz), 7.55 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 7.62 (d, 2H, J = 7.0 Hz), 7.66 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 7.79 (d,
1H, J = 8.2 Hz), 7.83 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 7.89 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 8.34 (d, 1H, J = 8.2 Hz); *C NMR (125
MHz, DMSO) & ppm 34.2, 43.5, 55.4, 114.3, 118.4, 122.8, 125.8, 125.9, 128.7, 128.8, 130.0, 130.1,
131.5, 132.1, 132.4, 137.7, 151.6, 153.5, 158.1; HRMS (M+H") 356.1752 (calcd for C,sH,;N;OH"
356.1757).

N-(3-Chlorophenyl)phthalazin-1-amine (18). A microwave vial (oven-dried and under argon) was

charged with a solution of 13b (100 mg, 0.34 mmol, 1.0 equiv) in DMF (2.3 mL), and NEt; (574.9 puL,

4.14 mmol, 12.0 equiv) and Pd(PPhs), (15.9 mg, 0.014 mmol, 4 mol%) were added. The vial was

capped properly, flushed with argon and formic acid (13.0 pL, 0.34 mmol, 1.0 equiv) was added. The

resulting mixture was microwave heated to 110°C for 25 minutes. After it was cooled, the reaction

mixture was diluted with water. The aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic
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layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by
silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 3:2), yielding to 18 as a white solid (68 mg, 0.27
mmol, 77%). Purity > 98 %; mp = 216-218°C; "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 7.07 (dd, 1H, J = 2.0
Hz, J = 8.0 Hz), 7.38 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.88 (dd, 1H, J = 2.0 Hz, J = 8.2 Hz), 7.96-8.07 (m, 3H), 8.25 (t,
1H, J = 2.0 Hz), 8.59 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 9.19 (s, 1H), 9.33 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm
118.7,119.2, 120.2,122.0,122.6,127.2, 127.7, 130.5, 132.6, 132.7, 133.3, 142.7, 146.4, 152.6.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]phthalazin-1-amine (19). In a hydrogenation flask, 14e (91 mg, 0.30
mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in ethanol (25.0 mL) then argon was bubble in through. Pd/C (1 mg,
0.013 mmol, 4 mol%) was added and the reaction media was stirred at rt for 24 hours under a
dihydrogen pressure (64 psi). The reaction media was filtered through a pad of Celite® and washed
with DCM. The filtrate was concentrated under vacuum and purified by silica gel column
chromatography (hexane:EtOAc 0:1), yielding to 19 as a yellow solid (15 mg, 0.06 mmol, 19%). Purity
> 98 %; mp = 176-177 °C; *H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 3.71 (s, 3H), 4.73 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.87
(d, 2H, J=8.6 Hz), 7.33 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.85-7.88 (m, 2H), 7.90-7.93 (m, 1H), 7.96 (t, 1H, J = 5.8 Hz),
8.32-8.34 (m, 1H), 8.89 (s, 1H); >C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 44.0, 55.5, 114.0, 118.2, 122.3,
126.7,127.4,129.1, 131.7,132.0, 132.6, 143.8, 153.8, 158.5.

N-(3-Chlorophenyl)-4-(piperidin-1-yl)phthalazin-1-amine (20). Following general method D and
starting from 13b (200 mg, 0.62 mmol) and piperidine (317.4 uL, 3.21 mmol), 20 was obtained as a
white solid (126 mg, 0.37 mmol, 60%). Purity = 98 %; mp = 205-207 °C; 'H NMR (400 MHz, DMSO) §
ppm 1.62 (brs, 2H), 1.76 (br s, 4H), 3.20 (br s, 4H), 6.99 (d, 1H, J= 7.8 Hz), 7.32 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 7.79
(d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.93-7.96 (m, 2H), 8.03 (d, 1H, J = 6.5 Hz), 8.21 (s, 1H), 8.50 (d, 1H, J = 6.5 Hz), 9.10
(s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 24.7, 26.2, 52.9, 118.4, 119.2, 121.1, 121.3, 123.1, 123.3,
125.0, 130.4, 131.8, 132.1, 133.3, 143.4, 150.4, 157.4; HRMS (M+H") 339.1360 (calcd for CigH14CIN,H"
339.1371).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-4-(piperidin-1-yl)phthalazin-1-amine (21a). Following general method
D and starting from 14e (80 mg, 0.27 mmol) and piperidine (136.5 pL, 1.38 mmol), 21a was obtained
as a white solid (67 mg, 0.19 mmol, 79%). Purity > 98 %; mp = 89-91 °C; ‘H NMR (400 MHz, DMSO) §
ppm 1.66 (m, 2H), 1.79-1.84 (m, 4H), 3.28 (t, 2H, J = 5.0 Hz), 4.77 (d, 2H, J = 4.4 Hz), 4.92 (s, 1H), 6.90
(d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.39 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.69 (d, 2H, J = 3.6 Hz), 7.72-7.76 (m, 1H), 8.05 (d, 1H, J =
8.0 Hz); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 24.9, 26.5, 46.0, 53.0, 55.5, 114.3, 121.0, 121.4, 123.8,
125.5,129.9, 130.9, 131.0, 131.6, 151.6, 157.0, 159.3; HRMS (M+H") 349.2019 (calcd for C,;H,4N,OH"
349.2022).

1-(4-{[(4-Methoxyphenyl)methylJamino}phtalazin-1-yl)piperidin-4-ol (21b). Following general method
D and starting from 14e (150 mg, 0.50 mmol) and 4-hydroxypiperidine (262.2 uL, 2.59 mmol), 21c
was obtained as a yellow solid (114 mg, 0.31 mmol, 63%). Purity > 98 %; mp = 92-97 °C; 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 ppm 1.65-1.69 (m, 2H), 1.90-1.94 (m, 2H), 2.90 (t, 2H, J = 12.7 Hz), 3.18 (d, 1H, /=4.9
Hz), 3.34-3.37 (m, 2H), 3.71 (s, 3H), 4.65 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 4.72 (d, 1H, /= 3.9 Hz), 6.87 (d, 1H, /= 8.7
Hz), 7.32(d, 2H,J=8.7 Hz), 7.62 (t, 1H, J = 5.6 Hz), 7.83-7.86 (m, 2H), 7.94-7.97 (m, 1H), 8.29-8.31 (m,
1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 35.1, 44.2, 49.7, 55.5, 66.8, 114.0, 120.7, 123.0, 123.1, 124.6,
129.0, 131.2, 131.6, 133.0, 152.0, 155.2, 158.5; HRMS (M+H") 365.1968 (calcd for CpiHzN,O,H"
365.1972).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-4-(4-methylpiperazin-1-yl)phthalazin-1-amine (21c). Following general
method D and starting from 14e (33 mg, 0.11 mmol) and 1-methylpiperazine (63.2 pL, 2.59 mmol),
21d was obtained as an orange oil (11 mg, 0.03 mmol, 26%). Purity > 98 %; mp = 92-97 °C; ‘H NMR
(400 MHz, DMSO) & ppm 2.27 (s, 3H), 2.55-2.58 (m, 4H), 3.12-3.15 (m, 4H), 3.71 (s, 3H), 4.64 (d, 2H, J
= 5.8 Hz), 6.86 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.31 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.64 (t, 1H, J = 5.8 Hz), 7.83-7.86 (m, 2H),
7.95-7.98 (m, 1H), 8.28-8.31 (m, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 44.1, 46.3, 51.5, 55.3, 55.5,
114.0, 120.6, 122.8, 123.1, 124.6, 129.0, 131.3, 131.6, 133.0, 152.1, 154.7; HRMS (M+H") 364.2117
(calcd for Cy;H,sNsOH' 364.2132).
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N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-4-(piperidin-1-yl)-7-(trifluoromethyl)phthalazin-1-amine (21d).
Following general method D and starting from 14h (88 mg, 0.24 mmol), 21d was obtained as a yellow
oil (42 mg, 0.10 mmol, 42%). Purity > 98 %; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 6 1.58-1.62 (m, 2H),
1.71-1.77 (m, 4H), 3.10 (t, 4H, J = 5.1 Hz), 3.72 (s, 3H), 4.65 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 6.88 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
7.33 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.95 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 8.14 (s, 2H), 8.81 (s, 1H); *°F NMR (376 MHz, CDCl;) &
ppm -61.0; *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 24.6, 26.2, 44.3, 52.9, 55.5, 114.0, 120.2, 121.5 (q, J =
3.7 Hz), 124.9, 126.4, 127.4 (q, J = 2.9 Hz), 129.3, 131.0 (q, J = 32.3 Hz), 132.5, 151.8, 155.1, 158.6;
HRMS (M+H") 417.1895 (calcd for Cy;Hy3FsN,OH* 417.1897).

Methyl 3-carbamoylbenzoate (23). A solution of mono-methyl isophthalate 22 (150 mg, 0.83 mmol,
1.0 equiv.), HOBt.NH; (190 mg, 1.25 mmol, 1.5 equiv.) and EDC (192 mg, 1.00 mmol, 1.2 equiv.) in
DMF (1.5 mL) was stirred at rt overnight. The reaction media was diluted in water and the aqueous
phase was extracted 3 times with AcOEt. The combined organic layers were washed with a saturated
solution of NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum, yielding
to 23 as white solid (108 mg, 0.60 mmol, 72%). *H NMR (400 MHz, MeOD) & ppm 3.94 (s, 3H), 7.59 (t,
1H,J=7.8 Hz), 8.10 (ddd, 1H, J=1.3 Hz, J=1.9 Hz, J= 7.8 Hz), 8.17 (dt, 1H, J= 1.3 Hz, J = 7.8 Hz), 8.53
(t, 1H, J = 1.9 Hz); *C NMR (101 MHz, MeOD) & ppm 51.4, 128.3, 128.5, 130.4, 131.7, 132.2, 134.2,
166.3, 169.8.

3-Carbamoylbenzoic acid (24i). A solution of NaOH (107 mg, 2.68 mmol, 5.0 equiv.), in water (1.5 mL)
was added in a solution of 23 (96 mg, 0.54 mmol, 1.0 equiv.) in methanol (1.5 mL) and the resulting
mixture was stirred at rt overnight. The methanol was evaporated and the aqueous phase was
acidified until pH of 2 using a solution of HCI 1N. The solid was filtered, yielding to 24i as white solid
(72 mg, 0.44 mmol, 82%). *H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 7.48 (s, 1H), 7.58 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 8.09
(ddt, 2H, J = 1.6 Hz, J = 7.7 Hz, J = 12.9 Hz), 8.15-8.18 (m, 1H), 8.45 (t, 1H, J = 1.6 Hz), 13.18 (s, 1H); *C
NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 128.9, 129.1, 131.4, 132.1, 132.3, 135.2, 167.4, 167.6.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]benzamide (25a). Following general method F and starting from
benzoic acid 24a (100 mg, 0.82 mmol) and 4-methoxybenzylamine (214.0 uL, 1.64 mmol), 25a was
obtained as a white solid (154 mg, 0.64 mmol, 78%). Purity > 98 %; mp = 100-101 °C; 'H NMR (400
MHz, CDCl5) & ppm 3.71 (s, 3H), 4.48 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.41 (s, 1H), 6.79 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.19 (d,
2H, J = 8.6 Hz), 7.33 (t, 2H, J = 7.4 Hz), 7.41 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.70 (d, 2H, J = 7.4 Hz); *C NMR (101
MHz, CDCl3) 6 ppm 43.6, 55.3, 114.1, 126.9, 128.6, 129.3, 130.3, 131.5, 134.4, 159.1, 167.2.

3-Cyano-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]benzamide (25b). Following general method F and starting
from 3-cyanobenzoic acid 24b (100 mg, 0.68 mmol) and 4-methoxybenzylamine (177.6 uL, 1.36
mmol), 25b was obtained as a yellow solid (156 mg, 0.58 mmol, 86%). Purity > 98 %; mp = 96-97°C;
'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 ppm 3.72 (s, 3H), 4.48 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.54 (s, 1H), 6.80 (d, 2H, J = 8.7
Hz), 7.19 (d, 2H,J=8.7 Hz), 7.47 (dd, 1H, /= 7.8 Hz, J=7.9 Hz), 7.68 (d, 1H, /= 7.8 Hz), 7.94 (d, 1H, J =
7.9 Hz), 7.98 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 43.9, 55.4, 112.9, 114.3, 118.0, 129.4, 129.6,
129.7,130.8, 131.34, 134.7, 135.7, 159.3, 165.1.

3-Chloro-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]benzamide (25c). Following general method F and starting
from 3-chlorobenzoic acid 24c (100 mg, 0.64 mmol) and 4-methoxybenzylamine (166.9 uL, 1.28
mmol), 25¢ was obtained as a yellow solid (141 mg, 0.51 mmol, 80%). Purity > 98 %; mp = 93-94°C; 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 3.72 (s, 3H), 4.46 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.45 (s, 1H), 6.79 (d, 2H, J = 8.6 Hz),
7.18 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.26 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.37 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.56 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.68 (s,
1H); **C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 43.7, 55.3, 114.2, 125.1, 127.3, 129.3, 129.9, 129.9, 131.5,
134.7, 136.2, 159.1, 165.9.

3,4-Dichloro-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]benzamide (25d). Following general method E and starting

from 3,4-dichlorobenzoic acid 24d (150 mg, 0.79 mmol) and 4-methoxybenzylamine (121.5 uL, 0.92

mmol), 25d was obtained as a yellow solid (149 mg, 0.49 mmol, 62%). Purity > 98 %; mp = 125-126

°C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 ppm 3.72 (s, 3H), 4.45 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.41 (s, 1H), 6.80 (d, 2H, J =

8.7 Hz), 7.17 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.40 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 7.51 (dd, 1H, J = 2.0 Hz, J = 8.3 Hz), 7.78 (d, 1H,
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J = 2.0 Hz); C NMR (101 MHz, CDCls) & ppm 43.8, 55.3, 114.2, 126.1, 129.4, 129.7, 130.6, 133.1,
134.2,135.9, 159.3, 165.1.

3,5-Dichloro-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]benzamide (25e). Following general method E and starting
from 3,5-dichlorobenzoic acid 24e (150 mg, 0.79 mmol) and 4-methoxybenzylamine (123.5 uL, 0.94
mmol), 25e was obtained as a white solid (166 mg, 0.54 mmol, 68%). Purity > 98 %; mp = 133 °C; 'H
NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 3.80 (s, 3H), 4.53 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.42 (s, 1H), 6.88 (d, 2H, J = 8.7 Hz),
7.25 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.46 (t, 1H, J = 1.9 Hz), 7.62 (d, 2H, J = 1.9 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) &
ppm 43.9, 55.3, 114.3, 125.6, 129.4, 129.6, 131.4, 135.5, 137.3, 159.3, 164.7.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-3-(methylsulfanyl)benzamide (25f). Following general method F and
starting from 3-(methylsulfanyl)benzoic acid 24f (100 mg, 0.59 mmol) and 4-methoxybenzylamine
(155.3 L, 1.19 mmol), 25f was obtained as a yellow solid (169 mg, 0.59 mmol, 99%). '"H NMR (400
MHz, CDCl;5) 6 ppm 2.43 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.48 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 6.32 (s, 1H), 6.81 (d, 2H, /= 8.7
Hz), 7.20 (d, 2H, /= 8.7 Hz), 7.24 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.28 (dt, 1H, J = 1.5 Hz, /= 7.5 Hz), 7.40 (dt, 1H, J =
1.5 Hz, J = 7.5 Hz), 7.61 (t, 1H, J = 1.5 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 ppm 15.7, 43.7, 55.3, 114.2,
123.1,125.0,128.8, 129.3,130.1, 135.1, 139.7, 159.2, 166.9.

3-Methylsulfinyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]benzamide (25g). An aqueous solution of NalO, 0.5M
(512.9 L, 0.26 mmol, 1.0 equiv.) was added dropwise to a solution of 25f (74 mg, 0.26 mmol, 1.0
equiv.) in methanol (2.0 mL) at 0°C and the resulting mixture was stirred overnight at rt. The solid
was filtered and the filtrate was concentrated under vacuum. The residue was diluted with AcOEt,
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column
chromatography (EtOAc:iPrOH 9:1), yielding to 25g as a white solid (70 mg, 0.23 mmol, 90%). Purity >
98 %; mp = 73-75 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 2.63 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.50 (d, 2H, J = 5.5
Hz), 6.77 (s, 1H), 6.80 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.21 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.51 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.62 (d, 1H, J =
7.8 Hz), 7.91 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.00 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 ppm 43.8, 43.9, 55.3, 114.2,
121.7,126.3,129.4, 129.7, 129.9, 130.1, 135.8, 146.4, 159.2, 165.7; HRMS (M+H") 304.1000 (calcd for
C1H17NO3SH" 304.1002).

3-Methanesulfonyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]benzamide (25h). Following general method F and
starting from 3-methylsulphonylbenzoic acid 24g (100 mg, 0.50 mmol) and 4-methoxybenzylamine
(130.5 pL, 1.00 mmol), 25h was obtained as a yellow solid (142 mg, 0.44 mmol, 89%). Purity > 98 %;
mp = 119-120 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 2.97 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 4.50 (d, 2H, J = 5.6 Hz),
6.79 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.15 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 7.21 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.56 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.95 (d,
1H, J = 7.8 Hz), 8.07 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.28 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCls) 6 ppm 43.6, 44.3, 55.3,
114.1,125.7, 127.4, 127.8,127.9, 127.9, 132.8, 135.9, 140.8, 159.1, 165.3.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-3-nitrobenzamide (25i). Following general method E and starting from
3-nitrobenzoic acid 24h (150 mg, 0.90 mmol) and 4-methoxybenzylamine (140.2 uL, 1.07 mmol), 25i
was obtained as a white solid (144 mg, 0.50 mmol, 56%). Purity =2 98 %; mp = 111-112 °C; 'H NMR
(400 MHz, CDCl5) 6 ppm 3.72 (s, 3H), 4.50 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.65 (s, 1H), 6.79 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.20
(d, 2H, J =8.7 Hz), 7.54 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 8.08 (dt, 1H, J = 1.3 Hz, J = 7.9 Hz), 8.25 (ddd, 1H, /= 1.3 Hz,
J=2.3Hz, J =79 Hz), 8.51 (t, 1H, J = 2.3 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 44.0, 55.3, 114.3,
121.8,126.1,129.4,129.6, 129.8, 133.3, 136.0, 148.2, 159.3, 164.9.

1-N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]benzene-1,3-dicarboxamide (25j). Following general method F and
starting from 24i (60 mg, 0.36 mmol) and 4-methoxybenzylamine (94.6 uL, 0.72 mmol), 25j was
obtained as a white solid (29 mg, 0.10 mmol, 28%). Purity > 98 %; mp = 214-215 °C; 'H NMR (400
MHz, DMSO) & ppm 3.72 (s, 3H), 4.42 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 6.89 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.26 (d, 2H, J = 8.7
Hz), 7.47 (s, 1H), 7.55 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 7.99 (dd, 1H, J = 1.8 Hz, J = 7.7 Hz), 8.05 (s, 1H), 8.37 (t, 1H, J
= 1.8 Hz), 9.06 (t, 1H, J = 5.5 Hz); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 42.6, 55.5, 114.2, 127.0, 128.8,
129.2, 130.3, 130.4, 132.0, 135.0, 135.1, 158.7, 166.2, 167.9; HRMS (M+H") 285.1222 (calcd for
CisH16N,03H" 285.1234).
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N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-2-(trifluoromethyl)benzamide (25k). Following general method F and
starting from 2-(trifluoromethyl)benzoic acid 24j (100 mg, 0.53 mmol) and 4-methoxybenzylamine
(137.4 pL, 1.05 mmol), 25k was obtained as a white solid (116 mg, 0.38 mmol, 71%). Purity > 98 %;
mp = 111-112 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 3.71 (s, 3H), 4.44 (d, 2H, J = 4.6 Hz), 6.05 (s, 1H),
6.78 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.18 (d, 2H, J = 7.6 Hz), 7.39-7.48 (m, 3H), 7.59 (d, 1H, J = 6.8 Hz); *C NMR
(101 MHz, CDCl5) 6 ppm 43.7, 55.3, 114.1, 123.6 (q, / = 274.4 Hz), 126.3 (g, J = 3.7 Hz), 127.2 (g, J =
34.5 Hz), 128.6, 129.3, 129.6, 129.8, 132.0, 135.8, 159.1, 167.5.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25l). Following general method F and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and 4-methoxybenzylamine
(137.4 uL, 1.05 mmol), 251 was obtained as a white solid (154 mg, 0.50 mmol, 94%). Purity > 98 %;
mp = 111-112 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 3.79 (s, 3H), 4.56 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.40 (s, 1H),
6.87 (d, 2H, /= 8.8 Hz), 7.26 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.54 (t, 1H, /= 7.8 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.94 (d,
1H, J = 7.8 Hz), 8.01 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 ppm 43.9, 55.3, 114.3, 123.9 (q, J = 4.4 Hz),
128.1 (q,/=3.7 Hz) 129.2,129.4, 129.8, 130.2, 165.8.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-4-(trifluoromethyl)benzamide (25m). Following general method F and
starting from 4-(trifluoromethyl)benzoic acid 24l (100 mg, 0.53 mmol) and 4-methoxybenzylamine
(137.4 pL, 1.05 mmol), 25m was obtained as a white solid (128 mg, 0.41 mmol, 79%). Purity > 98 %;
mp = 137-138 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 3.78 (s, 3H), 4.54 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.53 (s, 1H),
6.86 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.25 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.64 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 7.85 (d, 2H, J = 8.2 Hz); °C
NMR (101 MHz, CDCls) 6 ppm 43.7, 55.3, 114.2, 125.6 (q, J = 3.7 Hz), 126.4 (q, J = 264.1 Hz), 127.4,
129.3,129.8, 133.2 (g, J = 35.2 Hz), 137.7, 159.2, 166.0.

N-Benzyl-3-(trifluoromethyl)benzamide (25n). Following general method F and starting from 3-
(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and benzylamine (115.0 pL, 1.05 mmol), 25n
was obtained as a white solid (137 mg, 0. 49 mmol, 93%). Purity > 98 %; mp = 70-71 °C; "H NMR (400
MHz, CDCls) & ppm 4.63 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.55 (s, 1H), 7.27-7.35 (m, 5H), 7.54 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.73
(d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.03 (s, 1H); °F NMR (376 MHz, CDCl;) 6 ppm -62.7; 3C
NMR (101 MHz, CDCl;) & ppm 44.3, 123.7 (q, J = 272.9 Hz), 124.0 (q, J = 4.4 Hz), 127.8, 128.0, 128.1
(9,J=4.4Hz),128.9,129.2, 130.3, 130.7, 131.1 (q, / = 33.0 Hz), 135.2, 137.8, 166.0.

N-[(2-Methoxyphenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (250). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (126 mg, 0.66 mmol) and 2-methoxybenzylamine
(104.1 uL, 0.80 mmol), 250 was obtained as a colorless oil (96 mg, 0.31 mmol, 46%). Purity = 98 %; 'y
NMR (400 MHz, CDCls) 6 ppm 3.88 (s, 3H), 4.64 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.86 (s, 1H), 6.90 (d, 1H, J = 7.7 Hz),
6.94 (d, 1H,J=7.7 Hz), 7.28 (td, 1H, J= 1.8 Hz, /= 7.7 Hz), 7.33 (dd, 1H, J= 1.8 Hz, /= 7.7 Hz), 7.53 (t,
1H, J = 7.8 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.93 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.03 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5)
6 ppm 40.2, 55.4, 110.5, 120.8, 124.0 (q, J = 3.7 Hz), 124.2 (q, J = 272.2 Hz), 125.8, 127.9 (q, / = 3.7
Hz), 129.1 (d, J = 2.9 Hz), 130.0, 130.2, 131.0 (g, J = 32.3 Hz), 135.6, 157.6, 165.7.

N-[(3-Methoxyphenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25p). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (91 mg, 0.48 mmol) and 3-methoxybenzylamine
(73.8 pL, 0.57 mmol), 25p was obtained as a white solid (84 mg, 0.27 mmol, 56%). Purity = 98 %; mp
= 91-92 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 ppm 3.80 (s, 3H), 4.62 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 6.52 (s, 1H), 6.85
(dd, 1H, J = 2.5 Hz, J = 8.3 Hz), 6.89 (t, 1H, J = 2.5 Hz), 6.94 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.28 (t, 1H, J = 7.8 Hz),
7.56 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.76 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.97 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.05 (s, 1H); **C NMR (101 MHz,
CDCl;) 6 ppm 44.3, 55.3, 113.2, 113.7, 120.2, 124.0 (q, J = 3.7 Hz), 128.2 (q, J = 3.7 Hz), 129.3, 130.0,
130.3, 131.0, 135.2, 139.3, 160.0, 165.9.

N-[(2-Chlorophenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25q). Following general method E and

starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (126 mg, 0.66 mmol) and 2-chlorobenzylamine

(96.4 pL, 0.80 mmol), 25q was obtained as a white solid (157 mg, 0.50 mmol, 75%). Purity > 98 %; mp

= 95-96 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 ppm 4.72 (d, 1H, J = 5.9 Hz), 6.75 (s, 1H), 7.23 (dd, 2H, J = 3.5

Hz, J = 5.9 Hz), 7.38 (dd, 1H, J = 3.5 Hz, J = 5.9 Hz), 7.44 (dd, 1H, J = 3.5 Hz, J = 5.9 Hz), 7.54 (t, 1H, J =
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7.8 Hz), 7.74 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.94 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.04 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCls) § ppm
42.3,122.3,124.1 (q,J = 3.7 Hz), 127.2, 128.2 (q, J = 3.7 Hz), 129.2 (d, J = 2.9 Hz), 129.7, 130.2, 130.5,
131.1, 133.8, 135.1 (d, J = 9.5 Hz), 165.9.

N-[(3-Chlorophenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25r). Following general method F and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and 3-chlorobenzylamine
(129.5 pL, 1.05 mmol), 25r was obtained as a colorless oil (143 mg, 0.46 mmol, 87%). Purity = 95 %;
'H NMR (400 MHz, CDCl) 6 ppm 4.56 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 6.50 (s, 1H), 7.15-7.22 (m, 3H), 7.27 (s, 1H),
7.51 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 7.70 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.91 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.98 (s, 1H); *°F NMR (376 MHz,
CDCl;) & ppm -62.7; 3C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 43.7, 123.6 (q, J = 272.2 Hz), 124.0 (q, J = 3.7
Hz), 126.0, 127.7, 127.9, 128.0, 128.3 (q, J = 3.7 Hz), 129.3, 130.1, 130.3, 131.2 (g, / = 33.0 Hz), 134.6,
134.9, 139.9, 166.1.

N-[(4-Chlorophenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25s). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (91 mg, 0.48 mmol) and 4-chlorobenzylamine (70.2
pL, 0.58 mmol), 25s was obtained as a white solid (97 mg, 0.31 mmol, 64%). Purity =2 98 %; mp = 103-
104 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 4.53 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.56 (s, 1H), 7.20 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
7.24(d, 2H,J=8.5Hz),7.49 (t, 1H,J=7.8 Hz), 7.69 (d, 1H, /= 7.8 Hz), 7.89 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.97 (s,
1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 43.6, 124.0 (q, J = 3.7 Hz), 128.3 (g, J = 2.9 Hz), 129.0, 129.2,
129.3, 130.3, 131.2 (d, J = 33.0 Hz), 133.6, 135.0, 136.3, 166.0.

N-[(3-Chloro-4-methoxyphenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide  (25t).  Following general
method E and starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and (3-chloro-
4-methoxyphenyl)methanamine (153.0 uL, 1.05 mmol), 25t was obtained as a white solid (110 mg,
0.32 mmol, 61%). Purity 2 95 %; mp = 115-116 °C; ‘H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 ppm 3.87 (s, 3H), 4.54
(d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.51 (s, 1H), 6.88 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.21 (dd, 1H, J = 2.3 Hz, J = 8.4 Hz), 7.34 (d, 1H,
J=2.3Hz),7.55 (t, 1H, J=7.9 Hz), 7.74 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 8.02 (s, 1H); ©C
NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 43.3, 56.2, 112.2, 122.6, 124.0 (q, J = 5.9 Hz), 127.5, 128.2 (q, / = 2.2
Hz), 129.3,129.9, 130.3, 130.9, 134.8, 154.6, 165.9.

N-(2H-1,3-Benzodioxol-5-ylmethyl)-3-(trifluoromethyl)benzamide (25u). Following general method F
and starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and piperonylamine
(131.4 pL, 1.05 mmol), 25u was obtained as a white solid (154 mg, 0.47 mmol, 90%). Purity > 98 %;
mp = 101-102 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 4.53 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 5.93 (s, 2H), 6.45 (s, 1H),
6.75-6.82 (m, 3H), 7.54 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.73 (d, 1H, /= 7.8 Hz), 7.94 (d, 1H, / = 7.8 Hz), 8.01 (s, 1H);
BC NMR (101 MHz, CDCl5) § ppm 44.2, 101.2, 108.4, 108.6, 121.4, 123.9 (q, J = 3.2 Hz), 128.2 (q, / =
4.4 Hz), 129.2, 130.3, 131.6, 135.2.

N-[(4-Hydroxyphenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25v). A microwave vial (ovendried and
under argon) was charged with 25l (140 mg, 0.45 mmol, 1.0 equiv.) and anhydrous DCM (0.9 mL) and
cooled at 0°C. A solution of BBr; 1.0M (1.36 mL, 1.36 mmol, 3.0 equiv.) was added dropwise. The vial
was capped properly and microwave heated at 100°C for 5 minutes (6 atm). After it was cooled,
cooled methanol was added dropwise and the reaction mixture was concentrated. The residue was
diluted in water and the aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were
combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel
column chromatography (hexane:EtOAc 1:1), yielding to 25v as a white solid (103 mg, 0.35 mmol,
77%). Purity > 98 %; mp = 141-142 °C; ‘"H NMR (400 MHz, MeOD) & ppm 4.48 (s, 2H), 6.75 (d, 2H, J =
8.5 Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.66 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.83 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 8.09 (d, 1H, J = 7.9 Hz),
8.16 (s, 1H), 9.07 (s, 0.5H); *C NMR (101 MHz, MeOD) & ppm 42.9, 114.9, 123.8 (q, J = 4.4 Hz), 127.6
(g,/=5.1Hz),128.7,129.2,129.3, 130.6, 135.3, 135.4, 156.4, 166.8, 166.9.

N-[(4-Butoxyphenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25w). A solution of 25v (50 mg, 0.17

mmol, 1.0 equiv.), 1-bromobutane (18.3 uL, 0.17 mmol, 1.0 equiv.) and K,CO; (23 mg, 0.17 mmol, 1.0

equiv.) in DMF (0.3 mL) was heated at 90°C overnight. After it was cooled, the reaction mixture was

diluted with water and the aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were
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combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel
column chromatography (hexane:EtOAc 7:3), yielding to 25w as a white solid (39 mg, 0.11 mmol,
65%). Purity > 98 %; mp = 76-77 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 0.97 (t, 3H, J = 7.4 Hz), 1.48
(sex., 2H, J = 7.4 Hz), 1.73-1.80 (m, 2H), 3.95 (t, 2H, J = 6.5 Hz), 4.58 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.40 (s, 1H),
6.88 (d, 2H, J=8.7 Hz), 7.27 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.56 (t, 1H, /= 7.8 Hz), 7.75 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.96 (d,
1H, J = 7.8 Hz), 8.03 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 13.8,19.2, 31.3, 43.9, 67.8, 114.8, 123.9
(9, J = 3.7 Hz), 128.1 (q, J = 3.7 Hz), 129.2, 129.4, 129.5, 130.3, 135.3, 158.9, 165.8; HRMS (M+H")
352.1509 (calcd for CyoH,0FsNO,H* 352.1519).

N-[(4-Bromophenyl)methyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (25x). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (182 mg, 0.96 mmol) and 4-bromobenzylamine
(145.3 uL, 1.15 mmol), 25x was obtained as a yellow solid (235 mg, 0.66 mmol, 68%). ‘*H NMR (400
MHz, CDCl;) 6 ppm 4.58 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.56 (s, 1H), 7.20 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.43 (d, 2H, J = 8.4 Hz),
7.55 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 7.75 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.94 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.02 (s, 1H); >*C NMR (101 MHz,
CDCl3) 6 ppm 43.7,121.7,123.9 (q, J = 2.9 Hz), 128.3 (q, J = 4.4 Hz), 129.3, 129.6, 130.3, 131.9, 134.9,
136.8, 165.9.

N-{[4-(Piperidin-1-yl)phenyl]methyl}-3-(trifluoromethyl)benzamide (25y). Following general method H
and starting from 25x (80 mg, 0.22 mmol), 25y was obtained as a white solid (51 mg, 0.14 mmol,
63%). Purity > 98 %; mp = 135-136 °C; '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 1.56-1.60 (m, 2H), 1.67-1.73
(m, 4H), 3.15 t, 4H, J = 5.4 Hz), 4.54 (d, 2H ; J = 5.4 Hz), 6.44 (s, 1H), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.23 (d,
2H, J = 8.5 Hz), 7.54 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.24 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.95 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.03 (s, 1H); *°F
NMR (376 MHz, CDCls) 6 ppm -62.7; 3C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 24.4, 25.9, 44.1, 50.6, 116.7,
123.8 (g, J = 271.4 Hz), 124.1 (q, J = 4.4 Hz), 127.9, 128.1 (q, J = 3.7 Hz), 129.2, 129.3, 130.4, 131.2 (d,
J=34.5Hz), 135.6, 152.0, 165.9; HRMS (M+H") 363.1669 (calcd for CyH,1FsN,OH' 363.1679).

2-Bromo-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluoromethyl)benzamide  (26a). Following general
method E and starting from 2-bromo-5-(trifluoromethyl)benzoic acid 24m (400 mg, 1.49 mmol) and
4-methoxybenzylamine (223.1 plL, 1.71 mmol), 26a was obtained as a white solid (395 mg, 1.02
mmol, 68%). Purity > 95 %; mp = 169-170 °C; "H NMR (400 MHz, DMSO) & ppm 3.74 (s, 3H), 4.39 (d,
2H, J= 6.0 Hz), 6.91 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.30 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.72 (dd, 1H, J = 2.3 Hz, J = 8.3 Hz), 7.75
(d, 1H, J = 2.3 Hz), 7.92 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 9.05 (t, 1H, J = 6.0 Hz); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm
42.6,55.5,114.2,124.3,125.8 (q, J = 3.7 Hz), 127.8 (q, J = 3.7 Hz), 128.7 (d, J = 33.0 Hz), 129.2, 131.1,
134.5, 140.4, 158.8, 166.3; HRMS (M+H") 388.0149 (calcd for CiH13BrFsNO,H" 388.0154).

2-Methoxy-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluoromethyl)benzamide (26b). Following general
method E and starting from 2-methoxy-5-(trifluoromethyl)benzoic acid 24n (150 mg, 0.68 mmol) and
4-methoxybenzylamine (106.8 pL, 0.82 mmol), 26b was obtained as a white solid (162 mg, 0.48
mmol, 70%). Purity > 98 %; mp = 99-100 °C; "H NMR (400 MHz, CDCl) 6 ppm 3.80 (s, 3H), 3.97 (s, 3H),
4.61 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 6.88 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.04 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.29 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.69
(ddd, 1H, J = 0.5 Hz, J = 2.5 Hz, J = 8.7 Hz), 8.00 (s, 1H), 8.54 (d, 1H, J = 2.5 Hz); >C NMR (101 MHz,
CDCl3) 6 ppm 43.4, 55.3, 56.4, 111.6, 114.1, 122.0, 123.1 (g, J = 108.6 Hz), 124.0, 125.3, 129.0, 129.6
(g, J = 3.7 Hz), 130.1 (g, J = 3.7 Hz), 130.5, 159.0, 159.5, 163.8; HRMS (M+H") 340.1148 (calcd for
Ci7H16FsNOsH' 340.1155).

2-(Cyclohexylamino)-N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluioromethyl)benzamide (26¢c). A microwave
vial (ovendried and under argon) was charged with 26a (100 mg, 0.26 mmol, 1.0 equiv.),
cyclohexylamine (59.0 uL, 0.52 mmol, 2.0 equiv.), CuCl (0.3 mg, 0.003 mmol, 1 mol%), KsPO,4 (109 mg,
0.52 mmol, 2.0 equiv.) and anhydrous DMF (0.5 mL). The vial was capped properly, flushed with
argon and heated to 50°C for 3 days. After it was cooled, the reaction mixture was diluted with
water. The organic phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were combined,
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column
chromatography (hexane:EtOAc 4:1), yielding to 26¢ as an orange solid (79 mg, 0.19 mmol, 76%).
Purity > 98 %; mp = 87-88 °C; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 1.33-1.39 (m, 5H), 1.62-1.66 (m, 1H),
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1.76-1.80 (m, 2H), 2.00-2.02 (m, 2H), 3.35-3.40 (m, 1H), 3.81 (s, 3H), 4.52 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 6.34 (s,
1H), 6.78 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.28 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.45 (dd, 1H, J= 2.1 Hz, J =
8.9 Hz), 7.53 (d, 1H, J = 2.1 Hz); *3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 ppm 24.6, 25.7, 32.4, 43.4, 51.2, 55.3,
112.3, 114.0, 114.2, 124.9 (q, J = 3.7 Hz), 129.3, 129.4 (q, J = 3.7 Hz), 129.9, 150.5, 159.2, 168.6;
HRMS (M+H") 407.1937 (calcd for Cy,H,sFsN,0,H* 407.1941).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-N-methyl-3-(trifluoromethyl)benzamide  (27). Following general
method F and starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and N-methyl-
4-methoxybenzylamine (157.8 pL, 1.05 mmol), 27 was obtained as a colorless oil (116 mg, 0.36
mmol, 68%). Purity > 98 %; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 2.82 (s, 1.5H), 3.02 (s, 1.5H), 3.79 (s, 3H),
4.39 (s, 1H), 4.67 (s, 1H), 6.88-6.89 (m, 2H), 7.02-7.04 (m, 1H), 7.27-7.29 (m, 1H), 7.52 (t, 1H, J = 7.8
Hz), 7.61 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.65 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.70 (s, 1H); >C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 ppm
33.2, 36.7, 50.4, 54.6, 55.2, 114.2, 114.3, 122.3, 124.0 (q, J = 3.7 Hz), 125.0, 126.3 (d, J = 4.4 Hz),
128.0, 128.7, 129.0, 129.7, 130.0, 130.3, 130.8, 137.2, 159.2; HRMS (M+H") 324.1201 (calcd for
Cy7H16FsNO,H' 324.1206).

4-Methoxy-N-{[3-(trifluoromethyl)phenyl]methyl}benzamide (28). Following general method F and
starting from anisic acid 240 (80 mg, 0.53 mmol) and 3-(trifluoromethyl)benzylamine (151.0 pL, 1.05
mmol), 28 was obtained as a white solid (133 mg, 0.43 mmol, 82%). Purity = 98 %; mp = 136-138 °C;
'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 ppm 3.82 (s, 3H), 4.64 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 6.62 (s, 1H), 6.89 (d, 2H, J = 8.8
Hz), 7.42 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.51 (d, 2H, J = 7.8 Hz), 7.55 (s, 1H), 7.75 (d, 2H, J = 8.8 Hz); °F NMR (376
MHz, CDCls) 6 ppm -62.6; 3C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 43.5, 55.4, 113.8, 124.0 (g, J = 272.2 Hz),
124.4 (q,J=3.7 Hz), 126.3, 128.8, 129.2, 131.2, 139.6, 162.4, 167.0.

2-(4-Methoxyphenyl)-N-[3-(trifluoromethyl)phenyl]acetamide (29). Following general method F and
starting from 4-methoxyphenylacetic acid 24p (100 mg, 0.60 mmol) and 3-aminobenzotrifluoride
(148.8 pL, 1.20 mmol), 29 was obtained as a white solid (122 mg, 0.39 mmol, 66%). Purity > 98 %; mp
=98-99 °C; *H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 3.69 (s, 2H), 3.83 (s, 3H), 6.94 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.24 (d,
2H,J=8.7 Hz), 7.33 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.39 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.64 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.69 (s, 1H); *°F
NMR (376 MHz, CDCl5) & ppm -62.7; *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 ppm 43.9, 55.3, 114.8, 116.4 (g, J =
3.7 Hz), 120.9 (q, /= 3.7 Hz), 122.8, 125.8, 129.5, 130.7, 138.2, 159.3, 169.8.

N-(2-Phenylethyl)-3-(trifluoromethyl)benzamide (30a). Following general method E and starting from
3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (137 mg, 0.72 mmol) and phenethylamine (108.7 pL, 0.86 mmol),
30a was obtained as a white solid (161 mg, 0.55 mmol, 76%). Purity 2 98 %; mp = 106-107 °C; H
NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 2.95 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 3.73 (q, 2H, J = 6.9 Hz), 6.21 (s, 1H), 7.23-7.28
(m, 3H), 7.32-7.36 (m, 2H), 7.54 (t, 1H, J=7.8 Hz), 7.74 (d, 1H, /= 7.8 Hz), 7.86 (d, 1H, / = 7.8 Hz), 7.95
(s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) & ppm 35.6, 41.3, 123.9 (q, J = 3.7 Hz), 126.7, 128.0 (q, J = 3.7 Hz),
128.8,129.2, 130.1, 135.5, 138.6, 166.1.

N-[2-(2-Chlorophenyl)ethyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (30b). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (137 mg, 0.72 mmol) and 2-chlorophenethylamine
(121.4 pL, 0.86 mmol), 30b was obtained as a yellow oil (151 mg, 0.46 mmol, 64%). Purity 2 98 %; H
NMR (400 MHz, CDCls) 6 ppm 3.03 (t, 2H, J = 6.9 Hz), 3.68 (q, 2H, J = 6.9 Hz), 6.26 (s, 1H), 7.10-7.20
(m, 3H), 7.30-7.32 (m, 1H), 7.47 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.66 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.82 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.90
(s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) & ppm 33.2, 40.0, 123.9 (q, J = 3.7 Hz), 126.4 (g, J = 272.9 Hz),
127.1, 128.0 (g, J = 3.7 Hz), 128.2, 129.2, 129.7, 130.1, 131.1, 131.2 (d, J = 33.0 Hz), 134.1, 135.4,
136.4, 166.2; HRMS (M+H") 328.0704 (calcd for C;¢H5CIFsNOH" 328.0710).

N-[2-(3-Chlorophenyl)ethyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (30c). Following general method F and

starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and 3-chlorophenethylamine

(146.3 pL, 1.05 mmol), 30c was obtained as a yellow oil (160 mg, 0.49 mmol, 93%). Purity > 98 %; 'H

NMR (400 MHz, CDCl5) 6 ppm 2.85 (t, 2H, J = 7.0 Hz), 3.63 (g, 2H, J = 6.7 Hz), 6.25 (s, 1H), 7.04 (dd,

1H, J = 1.8 Hz, J = 6.5 Hz), 7.14-7.20 (m, 3H), 7.47 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.67 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.80 (d,

1H, J = 7.8 Hz), 7.89 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 35.3, 41.2, 123.9 (q, J = 3.7 Hz), 126.9,
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127.0, 128.1 (q, J = 3.7 Hz), 128.9, 129.3, 130.0, 130.1, 134.5, 135.2, 140.7, 166.1; HRMS (M+H")
328.0707 (calcd for Ci¢H13CIFsNOH' 328.0710).

N-[2-(4-Chlorophenyl)ethyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (30d). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (178 mg, 0.94 mmol) and 4-chlorophenethylamine
(157.0 pL, 1.12 mmol), 30d was obtained as a yellow oil (171 mg, 0.52 mmol, 56%). Purity > 98 %; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) & ppm 2.92 (t, 1H, J = 7.0 Hz), 3.69 (g, 2H, J = 7.0 Hz), 6.30 (s, 1H), 7.16 (d, 2H,
J=8.4Hz),7.28 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.54 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.74 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.86 (d, 1H, J = 7.9
Hz), 7.96 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 35.0, 41.3, 123.9 (q, J = 4.4 Hz), 128.1 (q, J = 3.7
Hz), 128.9, 129.3, 130.0, 130.1, 131.1 (d, / = 33.0 Hz), 132.6, 135.3, 137.1, 166.1.

N-[2-(2-Methoxyphenyl)ethyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (30e). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (91 mg, 0.48 mmol) and 2-methoxyphenethylamine
(84.5 pL, 0.57 mmol), 30e was obtained as a white solid (83 mg, 0.26 mmol, 54%). Purity > 98 %; mp
=90-91 °C; "H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 2.96 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 3.67 (q, 2H, J = 6.4 Hz), 3.86 (s,
3H), 6.68 (s, 1H), 6.88-6.95 (m, 2H), 7.17 (dd, 1H,J=1.5Hz, J=7.8 Hz), 7.23 (td, 1H,J=1.5Hz, /= 7.8
Hz), 7.53 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.71 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.89-7.92 (m, 2H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) &
ppm 29.7, 41.4, 55.5, 110.7, 121.2, 123.5 (q, J = 3.7 Hz), 127.5, 127.8 (q, J = 4.4 Hz), 128.2, 129.2,
130.4, 130.9, 135.7, 157.3, 165.9.

N-[2-(3-Methoxyphenyl)ethyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (30f). Following general method E and
starting from 3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (91 mg, 0.48 mmol) and 3-methoxyphenethylamine
(83.8 uL, 0.57 mmol), 30f was obtained as a yellow oil (82 mg, 0.25 mmol, 53%). Purity > 98 %; 'H
NMR (400 MHz, CDCl5) 6 ppm 2.93 (t, 2H, J = 6.8 Hz), 3.74 (g, 2H, J = 6.8 Hz), 3.80 (s, 3H), 6.25 (s, 1H),
6.79-6.84 (m, 3H), 7.25-7.28 (m, 1H), 7.55 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.74 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.87 (d, 1H, J =
7.8 Hz), 7.96 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 35.6, 41.2, 55.1, 112.1, 114.5, 121.1, 123.9 (q, J
=2.9 Hz), 128.0 (q, J = 3.7 Hz), 129.2, 129.8, 130.1, 131.1 (d, J = 33.7 Hz), 135.4, 140.2, 159.9, 166.0; ;
HRMS (M+H") 324.1201 (calcd for Ci7H1FsNO,H* 324.1206).

N-[2-(4-Methoxyphenyl)ethyl]-3-(trifluoromethyl)benzamide (30g). Following general method F and
starting from  3-(trifluoromethyl)benzoic acid 24k (100 mg, 0.53 mmol) and 4-
methoxyphenethylamine (154.3 uL, 1.05 mmol), 30g was obtained as a yellow solid (160 mg, 0.50
mmol, 94%). Purity > 98 %; mp = 76-77 °C; "H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 2.87 (t, 2H, J = 6.8 Hz),
3.67 (g, 2H, J = 6.8 Hz), 3.78 (s, 3H), 6.19 (s, 1H), 6.85 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.13 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.52
(t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.71 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.84 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.93 (s, 1H); *C NMR (101 MHz,
CDCl3) 6 ppm 34.7, 41.3,55.2, 114.1, 123.9 (q, J = 3.7 Hz), 128.0 (q, J = 2.9 Hz), 129.2, 129.7, 130.1,
130.6, 158.5, 165.8.

N’-[(4-Methoxyphenylmethyl)]-N-methyl(tert-butoxy)carbohydrazide (33). Methylhydrazine 31 (270.2
pL, 5.04 mmol, 1.0 equiv.) was added dropwise to a solution of Boc,0 (825.6 mg, 3.78 mmol, 0.75
equiv.) in methanol (4.6 mL) at 0°C. The resulting mixture was stirred overnight at rt. The solution
was concentrated under vacuum, yielding to 32 as a colorless oil used without further purification. A
solution of the previous oil 32, 4-methoxybenzaldehyde (505.4 uL, 4.16 mmol, 1.1 equiv.) iPrOH (3.7
mL) was heated at reflux for 2 hours. After it was cooled, the solution was concentrated under
vacuum. AcOH (433.6 uL, 7.57 mmol, 2.0 equiv.) was added to a solution of the previous oil in
methanol (5.8 mL) at 0°C. NaBH;CN (357 mg, 5.68 mmol, 1.5 equiv.) was added in small portions to
the previous mixture. The resulting media was stirred at rt for 39 hours. The reaction mixture was
concentrated under vacuum. The residue was diluted with water and the aqueous phase was
extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over
Na,S0,, filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 4:1),
yielding to 33 as a colorless oil (630 mg, 2.37 mmol, 63%). '"H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 1.48 (s,
9H), 2.95 (s, 3H), 3.79 (s, 3H), 3.89 (s, 2H), 6.86 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.28 (d, 2H, J = 8.7 Hz); *C NMR
(101 MHz, CDCl;) 6 ppm 28.4, 55.3, 60.4, 80.6, 113.9, 129.6, 130.3, 159.1.
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[2-Bromo-5-(trifluoromethyl)phenyl]({[(tert-butoxy)carbonyl](methyl)amino}[(4-
methoxyphenyl)methyl]lamino)methanone (35). Following general method E and starting from 2-
bromo-5-(trifluoromethyl)benzoic acid chloride 34 (449 mg, 1.67 mmol) and 33 (534 mg, 2.00 mmol),
35 was obtained as a white solid (742 mg, 1.43 mmol, 86%). ‘"H NMR (400 MHz, CDCl5) § ppm 1.24 (s,
9H), 3.82 (s, 3H), 4.15 (s, 1H), 5.33-5.56 (m, 1H), 6.11-6.34 (m, 1H), 6.91 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.31 (d,
2H, J = 8.7 Hz), 7.46 (dd, 1H, J = 1.6 Hz, J = 8.4 Hz), 7.64 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.70 (s, 1H); *C NMR (101
MHz, CDCl;) &6 ppm 27.8, 55.3, 114.3, 125.1 (q, J = 3.7 Hz), 126.9, 129.9 (q, J = 33.7 Hz), 130.7 (q, J =
3.7 Hz), 132.7, 138.7, 153.3.

2-Bromo-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-N’-methyl-5-(trifluioromethyl)benzohydrazide (36). 35 (675
mg, 1.31 mmol, 1.0 equiv.) was dissolved in DCM (22.5 mL) and TFA (2.3 mL) was added dropwise at
0°C. The solution was concentrated and the residue was diluted with DCM. The organic phase was
washed with a saturated solution of NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated,
yielding to 36 as a colorless oil (537 mg, 1.29 mmol, 99%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 2.04 (s,
2H), 2.43 (s, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.91 (s, 1H), 6.92 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.36 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.43 (dd,
1H, J= 2.3 Hz, J = 8.3 Hz), 7.49 (d, 1H, J = 2.3 Hz), 7.64 (d, 1H, J = 8.3 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6
ppm 34.9, 445, 55.2,114.4,123.1, 123.9 (q, / = 4.4 Hz), 126.0 (g, / = 3.7 Hz), 126.2, 129.6 (g, / = 33.0
Hz), 130.4, 140.8, 159.6, 169.6.

2-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-methyl-5-(trifluoromethyl)-2,3-dihydro-1H-indazol-3-one  (37). A
microwave vial (ovendried and under argon) was charged with 36 (50 mg, 0.12 mmol, 1.0 equiv.), Cul
(1 mg, 0.006 mmol, 5 mol%), 2-(2-methylpropanoyl)cyclohexan-1-one (2.0 pL, 0.01 mmol, 10 mol%),
Cs,CO; (78 mg, 0.24 mmol, 2.0 equiv.) and anhydrous DMF (0.2 mL) and heated at 90°C for 5 hours.
After it was cooled, the reaction mixture was diluted in water and the aqueous phase was extracted
3 times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO,,
filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 1:1), yielding
to 37 as a colorless oil (34 mg, 0.10 mmol, 85%). Purity > 98 %; "H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 3.28
(s, 3H), 3.76 (s, 3H), 5.08 (s, 2H), 6.82 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.18 (d, 3H, J = 8.7 Hz), 7.72 (dd, 1H, J = 1.5
Hz, J = 8.7 Hz), 8.19 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) § ppm 36.9, 45.5, 55.3, 111.6, 114.2, 117.7,
122.3 (q, J = 3.7 Hz), 124.3 (q, J = 33.0 Hz), 127.9, 128.9, 129.0 (q, J/ = 3.7 Hz), 150.8, 159.4, 162.0;
HRMS (M+H") 387.1142 (calcd for Ci7Hy5F3N,0,H* 337.1158).

3-Bromo-1H-indazole (39a). Following general method | and starting from indazole 38a (800 mg, 6.77
mmol), 39a was obtained as a white solid (912 mg, 4.63 mmol, 68%). 'H NMR (400 MHz, CDCl5) &
ppm 7.25 (td, 1H, J = 1.0 Hz, J = 8.4 Hz), 7.47 (td, 1H, J = 1.0 Hz, J = 8.4 Hz), 7.57 (d, 1H, J = 8.4 Hz),
7.66 (d, 1H, J = 8.4 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 110.3, 120.2, 121.9, 122.9, 128.1, 141.2.

3-Bromo-5-chloro-1H-indazole (39b). Following general method | and starting from 5-chloro-1H-
indazole 38b (500 mg, 3.28 mmol), 39b was obtained as a yellow solid (592 mg, 2.56 mmol, 78%). H
NMR (400 MHz, CDCls) & ppm 7.45 (dd, 1H, J = 1.9 Hz, J = 8.9 Hz), 7.62-7.64 (m, 2H), 13.62 (s, 1H); *°C
NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 113.2, 118.7,120.1, 123.5, 126.4, 128.4, 140.0.

3-Bromo-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (39c). Following general method | and starting from 5-
(trifluoromethyl)-1H-indazole 38c (300 mg, 1.61 mmol), 39¢ was obtained as a white solid (419 mg,
1.58 mmol, 98%). *H NMR (400 MHz, CDCl3) § ppm 7.67-7.71 (m, 2H), 7.99 (s, 1H), 11.13 (s, 1H); ©C
NMR (101 MHz, CDCl5) & ppm 111.1, 118.7 (g, J = 4.4 Hz), 124.1, 124.8 (q, J = 2.9 Hz).

3-Bromo-1-(oxan-2-yl)-1H-indazole (40a). Following general method J and starting from 39a (115 mg,
0.58 mmol), 40a was obtained as a yellow solid (119 mg, 0.42 mmol, 72%). "H NMR (400 MHz, CDCls)
5 ppm 1.68-1.81 (m, 3H), 2.04-2.17 (m, 2H), 2.51-2.60 (m, 1H), 3.70-3.76 (m, 1H), 4.00-4.04 (m, 1H),
5.68 (dd, 1H, J = 2.6 Hz, J = 9.3 Hz), 7.23 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 7.44 (t, 1H, J = 7.2 Hz), 7.56-7.62 (m, 2H);
3C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 22.4, 25.0, 29.3, 67.4, 85.5, 110.4, 120.4, 122.0, 122.1, 124.5, 127.7,
140.6.
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3-Bromo-1-(oxan-2-yl)-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (40b). Following general method J and starting
from 39¢ (215 mg, 0.81 mmol), 40b was obtained as a white solid (235 mg, 0.67mmol, 83%). "H NMR
(400 MHz, CDCl5) & ppm 1.67-1.80 (m, 3H), 2.07-2.19 (m, 2H), 2.48-2.57 (m, 1H), 3.71-3.77 (m, 1H),
3.97-4.02 (m, 1H), 5.72 (dd, 1H, J = 2.9 Hz, J = 9.0 Hz), 7.65 (dd, 1H, J = 1.6 Hz, J = 8.9 Hz), 7.70 (d, 1H,
J=8.9 Hz), 7.93 (s, 1H); °C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 22.1, 24.9, 29.3, 67.3, 85.9, 111.5, 118.7 (g,
J=4.4Hz),122.9,123.9,124.3 (q,/ = 2.9 Hz).

3-Bromo-1-methyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (40c). Mel (105.7 pL, 1.70 mmol, 1.5 equiv.) was
added dropwise to a solution of 39¢ (300 mg, 1.13 mmol, 1.0 equiv.) and Na,CO; (300 mg, 2.83
mmol, 2.5 equiv.) in DMF (1.1 mL) and the resulting mixture was heated at 50°C overnight. After it
was cooled, the reaction mixture was diluted with water and the aqueous phase was extracted 3
times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered,
concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 9:1), yielding to 40c as
a yellow solid (209 mg, 0.75 mmol, 66%). 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 ppm 4.09 (s, 3H), 7.47 (d, 1H, J
= 8.8 Hz), 7.65 (dd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 8.8 Hz), 7.93 (d, 1H, J = 1.5 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm
36.2,110.0,118.8 (g, J =4.4 Hz), 121.3,123.1, 123.8, 124.1 (q, J = 3.7 Hz).

3-Bromo-1-cyclopentyl-1H-indazole (40d). Following general method K and starting from 39a (197
mg, 1.00 mmol) and bromocyclopentane (139.4 uL, 1.30 mmol), 40d was obtained as a yellow oil
(209 mg, 0.79 mmol, 79%). ‘H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 1.54-1.57 (m, 2H), 1.78-1.81 (m, 2H),
1.97-2.00 (m, 4H), 4.77 (quint., 1H, J = 7.4 Hz), 7.00 (ddd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 6.1 Hz, J = 7.9 Hz), 7.20-
7.26 (m, 2H), 7.42 (dt, 1H, J = 1.5 Hz, J = 7.9 Hz); **C NMR (101 MHz, CDCls) 6 ppm 24.7, 32.4, 80.3,
109.7, 119.8, 120.6, 121.3, 124.0, 127.2, 140.7.

3-Bromo-5-chloro-1-cyclopentyl-1H-indazole (40e). Following general method K and starting from 39b
(200 mg, 0.86 mmol) and bromocyclopentane (120.4 uL, 1.12 mmol), 40e was obtained as an orange
oil (202 mg, 0.67 mmol, 78%). 'H NMR (400 MHz, CDCl5) § ppm 1.62-1.70 (m, 2H), 1.86-1.95 (m, 2H),
2.05-2.11 (m, 4H), 4.82 (quint., 1H, J = 7.4 Hz), 7.27 (s, 2H), 7.50 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) &
ppm 24.5,32.3,60.4,110.6, 118.8, 119.6, 124.6, 126.9, 127.8, 139.0.

3-Bromo-5-(trifluoromethyl)-1-cyclopentyl-1H-indazole (40f). Following general method K and
starting from 39c¢ (300 mg, 1.13 mmol) and bromocyclopentane (157.8 uL, 1.47 mmol), 40f was
obtained as a colorless oil (337 mg, 1.01 mmol, 89%). "H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 1.72-1.79 (m,
2H), 1.97-2.01 (m, 2H), 2.15-2.21 (m, 4H), 4.97 (quin., 1H, J=7.4 Hz), 7.52 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.61 (dd,
1H, J = 1.6 Hz, J = 8.9 Hz), 7.92 (t, 1H, J = 1.6 Hz); >C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 24.5, 32.4, 60.4,
110.3,118.8 (q,/=4.4 Hz), 123.6 (g, J = 2.9 Hz), 141.3.

3-Bromo-1-cyclohexyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (40g). Following general method K and starting
from 39c¢ (80 mg, 0.30 mmol) and bromocyclohexane (48.1 pL, 0.39 mmol), 40g was obtained as a
colorless oil (77 mg, 0.22 mmol, 73%). 'H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 1.35 (tt, 1H, J = 3.4 Hz, J =
12.7 Hz), 1.42-1.53 (m, 2H), 1.78 (dt, 1H, J = 3.4 Hz, J = 12.7 Hz), 1.86 (dt, 1H, / = 3.4 Hz, J = 13.6 Hz),
2.01-2.07 (m, 4H), 4.36-4.43 (m, 1H), 7.52 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.61 (dd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 8.9 Hz), 7.92
(d, 1H, J = 1.5 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 ppm 25.2, 25.7, 32.5, 59.1, 110.1, 118.9 (q, J = 4.4 Hz),
121.1,123.5(q, J= 2.9 Hz), 140.7.

1-Benzyl-3-bromo-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (40h). BnBr (67.7 pL, 0.57 mmol, 1.5 equiv.) was
added dropwise to a solution of 39¢ (100 mg, 0.38 mmol, 1.0 equiv.) and Na,CO; (100 mg, 0.94
mmol, 2.5 equiv.) in DMF (0.4 mL) and the resulting mixture was heated at 50°C overnight. After it
was cooled, the reaction mixture was diluted with water and the aqueous phase was extracted 3
times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over Na,S0O,, filtered,
concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 9:1), yielding to 40h
as a white solid (104 mg, 0.29 mmol, 77%). "H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 5.59 (s, 2H), 7.21-7.24
(m, 2H), 7.29-7.35 (m, 3H), 7.40 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.58 (dd, 1H, /= 1.6 Hz, J = 8.8 Hz), 7.95 (t, 1H, J =
1.6 Hz); C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 53.9, 110.4, 118.9 (q, J = 5.1 Hz), 124.2 (q, J = 2.9 Hz),
127.3,128.3, 129.0, 135.6, 141.6.
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3-Bromo-1-phenyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (40i). Following general method L and starting
from 39c¢ (50 mg, 0.19 mmol) and iodobenzene (63.4 uL, 0.57 mmol), 40i was obtained as a yellow oil
(39 mg, 0.11 mmol, 60%). *H NMR (400 MHz, CDCl) & ppm 7.43 (tt, 1H, J = 1.1 Hz, J = 7.5 Hz), 7.57 (t,
2H, J = 7.5 Hz), 7.67-7.71 (m, 3H), 7.79 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 8.02 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) &
ppm 111.5,119.1 (q, J = 4.4 Hz), 123.0, 124.7, 124.9 (q, J = 3.7 Hz), 127.8, 129.7, 138.9.

3-Bromo-1-(pyridine-3-yl)-5-(trifluoromethyl)-1H-indazole (40j). Following general method L and
starting from 39c (100 mg, 0.38 mmol) and 3-iodopyridine (232 mg, 1.13 mmol), 40j was obtained as
a white solid (56 mg, 0.16 mmol, 43%). '"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 7.53 (dd, 1H, J = 4.6 Hz, J =
8.2 Hz), 7.75 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.79 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.91 (s, 1H), 8.05 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.68 (d,
1H, J = 4.6 Hz), 9.02 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl3) § ppm 97.3, 110.9, 120.6 (q, J = 4.4 Hz), 124.3,
125.5 (q,/=2.9 Hz), 129.3, 130.3, 135.8, 140.5, 143.6, 148.8.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-(oxan-2-yl)-1H-indazol-3-amine (41a). Following general method M
and starting from 40a (50 mg, 0.18 mmol) and 4-methoxybenzylamine (27.9 uL, 0.21 mmol), 41a was
obtained as a white solid (39 mg, 0.11 mmol, 65%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 1.63-1.69 (m,
3H), 1.90-1.94 (m, 1H), 2.04-2.07 (m, 1H), 2.46-2.54 (m, 1H), 3.60-3.63 (m, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.98-4.01
(m, 1H), 4.49 (d, 2H, J = 3.3 Hz), 5.45 (dd, 1H, J= 2.5 Hz, /= 9.8 Hz), 6.81 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.93 (t, 1H,
J = 8.0 Hz), 7.24-7.33 (m, 4H), 7.39 (d, 1H, J = 8.0 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl5) § ppm 23.1, 25.2,
29.4,29.8,47.8,55.3,67.7,84.9,109.5, 113.9, 115.9, 119.2, 119.3, 127.1, 129.5, 131.9, 141.3, 149.7,
158.9.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-(oxan-2-yl)-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41b). Following
general method M and starting from 40b (350 mg, 1.00 mmol) and 4-methoxybenzylamine (157.2 pL,
1.20 mmol), 41b was obtained as a yellow solid (308 mg, 0.76 mmol, 76%). "H NMR (400 MHz, CDCls)
& ppm 1.72-1.76 (m, 3H), 2.01 (dg, 1H, J = 2.9 Hz, J = 12.9 Hz), 2.12-2.17 (m, 1H), 2.50-2.60 (m, 1H),
3.72 (td, 1H, J = 2.9 Hz, J = 11.0 Hz), 3.81 (s, 3H), 4.06 (dd, 1H, J = 2.3 Hz, J = 11.0 Hz), 4.55 (d, 2H, J =
5.5 Hz), 5.55 (dd, 1H, J = 2.6 Hz, J = 9.7 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.37 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.47 (d, 1H,
J = 8.8 Hz), 7.54 (dd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 8.8 Hz), 7.78 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 22.8,
25.1,29.4,47.7,55.3, 67.7, 85.1, 110.1, 114.0, 115.1, 117.5 (q, J = 4.4 Hz), 123.7 (g, J = 2.9 Hz), 129.5,
131.5, 142.1, 150.0, 159.0.

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-methyl-5-(trifluioromethyl)-1H-indazol-3-amine ~ (41c).  Following
general method M and starting from 40c (195 mg, 0.70 mmol) and 4-methoxybenzylamine (109.6 uL,
0.83 mmol), 41c was obtained as a yellow solid (164 mg, 0.49 mmol, 70%). Purity 2 98 %; mp = 92-
93°C; 'H NMR (400 MHz, CDCl) 6 ppm 3.81 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 4.53 (s, 2H), 6.90 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
7.24 (d, 1H,J=8.8 Hz), 7.37 (d, 2H, /= 8.5 Hz), 7.52 (dd, 1H, J=1.4 Hz, /= 8.8 Hz), 7.79 (d, 1H, /= 1.4
Hz); °F NMR (376 MHz, CDCl5) § ppm -60.5; *C NMR (101 MHz, CDCl5) § ppm 35.1, 47.9, 55.3, 108.8,
113.4, 114.0, 117.7 (g, J = 4.4 Hz), 123.5 (q, J = 3.7 Hz), 129.4, 131.3, 142.2, 149.7, 159.1; HRMS
(M+H") 336.1315 (calcd for C;;H,6F3sN3OH" 336.1318).

1-Cyclopentyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-1H-indazol-3-amine (41d). Following general method N
and starting from 40d (150 mg, 0.56 mmol) and 4-methoxybenzylamine (88.7 uL, 0.68 mmol), 41d
was obtained as a colorless oil (61 mg, 0.19 mmol, 33%). Purity > 98 %; 'H NMR (400 MHz, CDCl5) §
ppm 1.67-1.70 (m, 2H), 1.92-1.96 (m, 2H), 2.04-2.13 (m, 4H), 3.80 (s, 3H), 4.07 (s, 1H), 4.54 (s, 2H),
4.80 (quin., 1H, J = 7.5 Hz), 6.87 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 6.93 (ddd, 1H, J = 1.6 Hz, J = 5.9 Hz, J = 7.8 Hz),
7.24-7.27 (m, 2H), 7.38 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.46 (d, 1H, J = 8.2 Hz); *C NMR (125 MHz, CDCl;) § ppm
24.6, 31.6, 48.2, 55.3, 108.9, 113.9, 114.6, 118.0, 119.5, 120.9, 126.4, 129.4, 129.5, 132.3, 140.9,
148.5, 158.8; HRMS (M+H") 322.1917 (calcd for CyoH,3N;OH* 322.1914).

5-Chloro-1-cyclopentyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-1H-indazol-3-amine (41e). Following general

method N and starting from 40e (150 mg, 0.50 mmol) and 4-methoxybenzylamine (78.5 uL, 0.60

mmol), 41e was obtained as a yellow oil (83 mg, 0.23 mmol, 47%). Purity > 95 %; ‘H NMR (400 MHz,

CDCl3) 6 ppm 1.68-1.71 (m, 2H), 1.93-1.96 (m, 2H), 2.04-2.11 (m, 4H), 3.81 (s, 3H), 4.51 (s, 2H), 4.76

(quin., 1H, J = 7.3 Hz), 6.88 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.18 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.22 (dd, 1H, J = 1.8 Hz, J = 8.9
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Hz), 7.37 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.44 (d, 1H, J = 1.8 Hz); *C NMR (101 MHz, CDCl5) § ppm 24.6, 31.7, 48.1,
55.3, 59.2, 109.9, 114.0, 115.3, 118.8, 123.3, 126.8, 129.4, 147.8, 158.9; HRMS (M+H") 356.1523
(calcd for C,oH,,CIN;OH* 356.1524).

N-(3-Chlorophenyl)-1-cyclopentyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41f). Following general
method N and starting from 40f (83 mg, 0.25 mmol) and 3-chloroaniline (31.8 pL, 0.30 mmol), 41f
was obtained as a white solid (34 mg, 0.09 mmol, 36%). Purity > 98 %; mp = 153-154 °C; "H NMR (400
MHz, DMSO) 6 ppm 1.70-1.73 (m, 2H), 1.91-2.03 (m, 4H), 2.08-2.15 (m, 2H), 5.12-5.16 (m, 1H), 6.88
(d, 1H, J= 8.0 Hz), 7.31 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.51 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.63 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.75 (d, 1H, J
= 8.9 Hz), 7.99 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 9.46 (s, 1H); °F NMR (376 MHz, DMSO) & ppm -58.8; *C NMR
(101 MHz, DMSO) 6 ppm 24.9, 32.3, 58.6, 110.7, 114.3, 114.9, 115.7, 119.2 (q, J = 4.4 Hz), 119.3,
119.6 (g, J = 31.5 Hz), 123.5 (q, J = 2.9 Hz), 125.6 (q, J = 270.7 Hz), 130.8, 133.8, 140.6, 144.1, 144.8;
HRMS (M+H") 380.1118 (calcd for Cy9H;CIF3N3;H' 380.1136).

1-Cyclopentyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41g). Following
general method M and starting from 40f (104 mg, 0.31 mmol) and 4-methoxybenzylamine (48.9 uL,
0.37 mmol), 41g was obtained as a yellow oil (24 mg, 0.06 mmol, 20%). Purity > 98 %; 'H NMR (500
MHz, DMSO) 6 ppm 1.62-1.65 (m, 2H), 1.83-1.99 (m, 6H), 3.72 (s, 3H), 4.37 (d, 2H, J = 6.9 Hz), 4.95
(quin., 1H, J=7.2 Hz), 6.78 (t, 1H, J = 6.0 Hz), 6.87 (d, 2H, /= 8.7 Hz), 7.35 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.49 (dd,
1H, J = 1.5 Hz, J = 8.9 Hz), 7.55 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 8.23 (s, 1H); >*C NMR (125 MHz, DMSO) 6 ppm 24.7,
31.7, 46.6, 55.5, 58.3, 110.0, 113.6, 113.9, 118.2 (q, / = 30.9 Hz), 119.5 (q, / = 4.5 Hz), 122.9 (q, /= 3.6
Hz), 129.7, 132.6, 141.8, 150.2, 158.6; HRMS (M+H") 390.1785 (calcd for C,3H,,FsN;OH* 390.1788).

N-[(3-Chloro-4-methoxyphenyl)methyl]-1-cyclopentyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine ~ (41h).
Following general method N and starting from 40f (83 mg, 0.25 mmol) and 3-chloro-4-
methoxybenzylamine (43.5 uL, 0.30 mmol), 41h was obtained as a yellow oil (47 mg, 0.11 mmol,
44%). Purity > 95 %; *H NMR (400 MHz, CDCl;) § ppm 1.69-1.72 (m, 2H), 1.94-1.97 (m, 2H), 2.05-2.12
(m, 4H), 3.89 (s, 3H), 4.52 (s, 2H), 4.81 (quin., 1H, J = 6.7 Hz), 6.89 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.30 (dd, 2H, J =
2.3 Hz, J = 8.4 Hz), 7.48 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.51 (d, 1H, J = 2.3 Hz), 7.78 (s, 1H); °F NMR (376 MHz,
CDCl;) & ppm -60.5; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & ppm 24.7, 31.8, 47.4, 56.2, 59.1, 109.2, 112.0, 113.6,
117.6 (g, J = 4.5 Hz), 122.3, 123.0 (g, J = 2.7 Hz), 127.5, 130.3, 133.0, 141.5, 148.8, 154.2; HRMS
(M+H") 424.1387 (calcd for CpHy:Cl,FsN;OH' 424.1398).

N-[(3-Fluoro-4-methoxyphenyl)methyl]-1-cyclopentyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine ~ (41i).
Following general method N and starting from 40f (83 mg, 0.25 mmol) and 3-fluoro-4-
methoxybenzylamine (41.2 uL, 0.30 mmol), 41i was obtained as a colorless oil (38 mg, 0.09 mmol,
38%). Purity = 98 %; ‘H NMR (500 MHz, CDCl5) 6 ppm 1.69-1.72 (m, 2H), 1.94-1.96 (m, 2H), 2.05-2.10
(m, 4H), 3.88 (s, 3H), 4.23 (t, 1H, J = 5.8 Hz), 4.52 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 4.81 (quint., 1H, J = 7.3 Hz), 6.92
(t, 1H, J=8.4 Hz), 7.15 (d, 1H, J=8.4 Hz), 7.21 (dd, 1H, J = 2.1 Hz, J=12.1 Hz), 7.31 (d, 1H, J = 8.9 Hz),
7.48 (dd, 1H, J = 2.1 Hz, J = 8.9 Hz), 7.77 (s, 1H); *°F NMR (376 MHz, CDCl;) & ppm -60.5, -135.2; ©°C
NMR (125 MHz, CDCl3) 6 ppm 24.7,31.8, 47.5, 56.4, 59.1, 109.2, 113.3 (d, J = 2.7 Hz), 113.6, 116.1 (d,
J=19.1 Hz), 117.6 (q, J/ = 4.5 Hz), 120.1 (q, / = 31.8 Hz), 123.0 (q, / = 3.6 Hz), 123.8 (d, J = 3.6 Hz),
125.0 (g, J = 270.7 Hz), 132.9 (d, J = 5.4 Hz), 141.5, 146.8 (d, / = 10.9 Hz), 148.9, 152.3 (d, J = 246.1
Hz); HRMS (M+H") 408.1687 (calcd for Cy;H,:F4,N;OH* 408.1694).

1-Cyclopentyl-N-(3-methoxypropyl)-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41j). Following general
method N and starting from 40f (83 mg, 0.25 mmol) and 3-methoxypropylamine (30.6 uL, 0.30
mmol), 41j was obtained as an orange oil (19 mg, 0.06 mmol, 23%). Purity = 98 %; "H NMR (400 MHz,
DMSO) 6 ppm 1.62-1.65 (m, 2H), 1.82-1.98 (m, 4H), 1.92-1.98 (m, 4H), 3.24 (s, 3H), 3.29 (q, 2H, J=6.4
Hz), 3.44 (t, 2H, J = 6.4 Hz), 4.94 (quint., 1H, J = 6.9 Hz), 6.34 (t, 1H, J = 5.5 Hz), 7.49 (dd, 1H, J = 1.8 Hz,
J=8.9Hz),7.55 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 8.19 (s, 1H); “°F NMR (376 MHz, DMSO) & ppm -58.6; *C NMR (101
MHz, DMSO) & ppm 24.7, 29.4, 31.7, 58.3, 70.4, 109.9, 113.7, 118.1 (q, / = 31.5 Hz), 119.5 (q, J = 4.4
Hz), 122.9 (g, J = 2.9 Hz), 141.7, 150.4; HRMS (M+H") 342.1787 (calcd for Ci7;H,,FsN;OH* 342.1788).
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1-Cyclohexyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41k). Following
general method N and starting from 40g (62 mg, 0.18 mmol) and 4-methoxybenzylamine (28.0 pL,
0.21 mmol), 41k was obtained as a yellow oil (20 mg, 0.05 mmol, 27%). Purity = 95 %; 'H NMR (400
MHz, DMSO) 6 ppm 1.24 (g, 1H, J = 9.4 Hz), 1.45 (q, 2H, J = 12.8 Hz), 1.67 (d, 1H, J = 12.2 Hz), 1.82-
1.90 (m, 7H), 3.72 (s, 3H), 4.36 (br's, 1H), 4.38 (d, 2H, J = 5.9 Hz), 6.71 (t, 1H, J = 5.9 Hz), 6.88 (d, 2H, J
= 8.5 Hz), 7.35 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.48 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.58 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 8.24 (s, 1H); *°F NMR
(376 MHz, DMSO) & ppm -58.6; *C NMR (101 MHz, DMSO) 6 ppm 24.8, 31.6, 45.9, 54.8, 55.9, 109.2,
113.3, 118.9 (q, J = 2.9 Hz), 122.1 (q, J = 4.4 Hz), 129.0, 149.4; HRMS (M+H") 404.1938 (calcd for
CaaH2aFsN3OH' 404.1944).

1-Benzyl-N-[(4-methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine  (41l). Following
general method M and starting from 40h (102 mg, 0.29 mmol) and 4-methoxybenzylamine (45.0 pL,
0.34 mmol), 411 was obtained as a colorless oil (59 mg, 0.14 mmol, 50%). Purity > 98 %; 'H NMR (400
MHz, CDCls) 6 ppm 3.73 (s, 3H), 4.48 (s, 2H), 5.35 (s, 2H), 6.80 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.09-7.14 (m, 3H),
7.17-7.22 (m, 2H), 7.28 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 7.40 (dd, 1H, J = 1.6 Hz, J = 8.9 Hz), 7.74 (s, 1H); *C NMR
(101 MHz, CDCl5) 6 ppm 48.0, 52.4, 55.3, 109.3, 114.0, 114.1, 117.9 (q, J = 4.4 Hz), 1239 (q, /= 2.9
Hz), 127.1, 127.7, 128.7, 129.5, 131.2, 136.9, 142.0, 149.6, 159.1; HRMS (M+H") 412.1626 (calcd for
Cy3HaoF3sN3OH 412.1631).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-phenyl-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine  (41m).  Following
general method N and starting from 40i (68 mg, 0.20 mmol) and 4-methoxybenzylamine (31.2 uL,
0.24 mmol), 41m was obtained as a yellow oil (38 mg, 0.10 mmol, 48%). Purity > 98 %; "H NMR (500
MHz, CDCl5) & ppm 3.82 (s, 3H), 4.62 (s, 2H), 6.92 (d, 2H, J = 8.6 Hz), 7.29 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.41 (d,
2H, J = 8.6 Hz), 7.51 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.58 (dd, 1H, J = 1.7 Hz, J = 9.0 Hz), 7.68-7.72 (m, 3.0 Hz), 7.86
(s, 1H); **F NMR (376 MHz, CDCl5) & ppm -60.7; 3C NMR (125 MHz, CDCl5) § ppm 47.6, 55.3, 110.5,
114.1,115.9, 117.7 (g, J = 4.5 Hz), 121.7, 121.8 (q, J = 32.7 Hz), 124.4 (q, J = 3.6 Hz), 124.6 (g, J = 270.7
Hz), 125.6, 127.9, 129.4, 129.5, 131.3, 140.2, 140.7, 151.0, 159.1; HRMS (M+H") 398.1462 (calcd for
CaoH1gFsN3OH' 398.1475).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1-(pyridine-3-yl)-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41n).
Following general method N and starting from 40j (44 mg, 0.13 mmol) and 4-methoxybenzylamine
(20.2 pL, 0.15 mmol), 41n was obtained as an orange solid (23 mg, 0.06 mmol, 45%). Purity > 95 %;
mp = 113-114 °C; ‘*H NMR (500 MHz, CDCl;) & ppm 3.82 (s, 3H), 4.48 (t, 1H, J = 5.2 Hz), 4.62 (d, 1H, J =
5.2 Hz), 6.92 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.41 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.44 (dd, 1H, J = 4.7 Hz, J = 8.2 Hz), 7.64 (dd,
1H,J=1.5Hz,J=89 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.87 (s, 1H), 8.02 (ddd, 1H, J=1.5Hz,J=2.4 Hz, J =
8.2 Hz), 8.51 (dd, 1H, J = 0.9 Hz, J = 4.7 Hz), 9.04 (d, 1H, J = 2.4 Hz); *°F NMR (376 MHz, CDCl;) 6 ppm -
60.9; °C NMR (125 MHz, CDCl;) 6 ppm 47.5, 55.3, 110.3, 114.1, 116.5, 117.8 (g, J = 3.6 Hz), 122.5 (q, J
= 32.7 Hz), 124.0, 124.5 (q, J = 271.6 Hz), 125.0 (g, J = 3.6 Hz), 128.4, 129.5, 131.0, 137.1, 140.8,
142.5, 146.3, 151.6, 159.2; HRMS (M+H") 399.1414 (calcd for C,;H1,FsN,OH* 399.1427).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-1H-indazol-3-amine (410). A solution of 41a (70 mg, 0.21 mmol, 1.0
equiv.) in a mixture TFA:DCM (1:1 mL) was stirred at rt for 1 hour. The solution was concentrated
under vacuum and purified by reverse chromatographie (MeOH/H,0+0.05%TFA), yielding to 410 as a
yellow oil (14 mg, 0.05 mmol, 26%). Purity > 98 %; "H NMR (400 MHz, CDCl5) § ppm 3.76 (s, 3H), 5.22
(s, 2H), 6.81 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.16-7.22 (m, 3H), 7.29 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.58 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.67
(d, 1H, J = 8.0 Hz); 3C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 ppm 51.9, 55.3, 110.3, 114.3, 121.5, 121.6, 129.5,
132.3; HRMS (M+H") 254.1285 (calcd for C;5H;sN;OH' 254.1288).

N-[(4-Methoxyphenyl)methyl]-5-(trifluoromethyl)-1H-indazol-3-amine (41p). HCl 1N (0.73 mL) was
added to a solution of 41b (101 mg, 0.25 mmol, 1.0 equiv.) in THF (0.4 mL) and the resulting mixture
was stirred overnight at rt. The solution was basified until pH of 7 using a saturated solution of
NaHCOs. The aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were combined,
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered, concentrated and purified by silica gel column
chromatography (hexane:EtOAc), yielding to 41p as a white solid (21 mg, 0.07 mmol, 26%). Purity >
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98 %; mp = 109-112°C; "H NMR (400 MHz, CDCl5) & ppm 3.80 (s, 3H), 4.58 (s, 2H), 6.88 (d, 2H, J = 8.0
Hz), 7.34-7.38 (m, 3H), 7.55 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.84 (s, 1H); **C NMR (101 MHz, CDCls) & ppm 47.7,
55.3,110.5 (g, J = 3.7 Hz), 114.1, 124.6 (q, J = 4.4 Hz), 129.2, 130.8, 159.1; HRMS (M+H") 322.1156
(calcd for CigH14FsN;OH' 322.1162).

6-Phenyl-2,3-dihydropyridazin-3-one (42). A mixture of acetophenone (19.0 mL, 163.0 mmol, 3.0
equiv.) and glyoxylic acid hydrate (5.0 g, 54.3 mmol, 1.0 equiv.) were heated at 100 °C for 2 hours.
After it was cooled at 40 °C, water (20 mL) and ammonia (4 mL) was added. The aqueous phase was
extracted 3 times with DCM. Hydrazine hydrate (2.6 mL, 54.3 mmol, 1.0 equiv.) was added in the
aqueous phase and the resulting solution was heated at reflux four 4 hours. After it was cooled, the
solid was filtered and washed with water, yielding to 42 as white solid (6.5 g, 37.5 mmol, 70%). 'y
NMR (400 MHz, DMSO) 6 ppm 7.00 (d, 1H, J = 9.6 Hz), 7.45-7.52 (m, 3H), 7.87 (d, 2H, J = 7.2 Hz), 8.04
(d, 1H, J=9.6 Hz), 13.2 (s, 1H).

2-Chloro-4-phenylpyridazine (43). A mixture of 42 (5.6 g, 32.4 mmol, 1.0 equiv.) POCl; (30 mL) was
heated at reflux for 2 hours. After it was cooled, the reaction mixture was concentrated under
vacuum. The residue was dissolved in cooled DCM and poured slowly in cooled water. The organic
phase was separated and the aqueous phase was extracted twice with DCM. The combined organic
layers were washed with a saturated solution of NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered,
concentrated under vacuum and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 2:1),
yielding to 43 white solid (6.1 g, 32.0 mmol, 99%). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 7.51-7.54 (m, 3H),
7.56 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 7.83 (d, 1H, J = 8.9 Hz), 8.03-8.07 (m, 2H).

N-(3-Chlorophenyl)-6-phenylpyridazin-3-amine (44). A microwave vial (ovendried and under argon)
was charged with 3-chloro-6-phenylpyridazine 43 (50 mg, 0.26 mmol, 1.0 equiv.), 3-chloroaniline
(33.5 pL, 0.31 mmol, 1.2 equiv.), Pd(OAc), (3 mg, 0.01 mmol, 5 mol%), JosiPhos (7 mg, 0.01 mmol, 5
mol%), Cs,CO;5 (128 mg, 0.39 mmol, 1.5 equiv.) and anhydrous DMF (0.5 mL) and heated overnight at
50°C. After it was cooled, the reaction mixture was diluted in water and the aqueous phase was
extracted 3 times with EtOAc. The organic layers were combined, washed with brine, dried over
Na,S0,, filtered, concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 7:3),
yielding to 44 as a brown solid (51 mg, 0.18 mmol, 69%). Purity > 98 %; mp = 199-200 °C; ‘H NMR
(400 MHz, DMSO) & ppm 7.02 (ddd, 1H, J = 0.6 Hz, J = 2.0 Hz, J = 7.9 Hz), 7.24 (d, 1H, J = 9.3 Hz), 7.35
(t, 1H, J = 8.2 Hz), 7.44-7.54 (m, 3H), 7.58 (ddd, 1H, /= 0.6 Hz, /= 2.0 Hz, J = 8.3 Hz), 8.05-8.08 (m, 3H),
8.20 (t, 1H, J = 2.0 Hz), 9.62 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, DMSO) & ppm 116.8, 117.4, 117.6, 120.7,
125.6, 125.8, 128.8, 129.0, 130.3, 133.15 136.3, 142.2, 152.0, 156.1.

3-(Trifluoromethyl)benzene-1-carboximidamide (46). A microwave vial (ovendried and under argon)
was charged with 3-cyanobenzotrifluoride 45 (117.2 ulL, 0.88 mmol, 1.0 equiv.) and anhydrous THF
(2.2 mL). A solution of LIHMDS 1M in toluene (1.32 mL, 1.32 mmol, 1.5 equiv.) was added dropwise
and the resulting mixture was stirred overnight at rt. The solution was acidified until pH of 1 using a
solution of HCl 1N and concentrated under vacuum. The residue was basified until pH of 12 using a
solution of NaOH. The aqueous phase was extracted 3 times with DCM. The organic layers were
combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated, yielding to 46 as an
orange oil (168 mg, 0.88 mmol, 100%). ‘"H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 ppm 5.19 (s, 3H), 7.55 (t, 1H, J =
7.8 Hz), 7.71 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.80 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.87 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl5) § ppm
123.1 (g, J = 3.7 Hz), 125.0, 127.1 (q, J = 3.7 Hz), 129.4, 129.5, 137.3, 164.2.

5-(4-Methoxyphenyl)-2-[3-(trifluoromethyl)phenyl]-1H-imidazole (48). 46 (145 mg, 0.77 mmol, 1.0
equiv.) and NaHCO; (259 mg, 3.08 mmol, 4.0 equiv.) were dissolved in a mixture THF:H,0 (3.88:0.97
mL) and the resulting mixture was heated at reflux for 20 mins. After it was cooled, a solution of 2-
bromo-4’-methoxyacetophenone 47 (176 mg, 0.77 mmol, 1.0 equiv.) in THF (300 uL) was added
dropwise and the solution was heated at reflux for 3 hours. The solution was concentrated under
vacuum and the residue was diluted with water. The aqueous phase was extracted 3 times with
AcOEt. The organic layers were combined, washed with brine, dried over Na,SO,, filtered,
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concentrated and purified by silica gel column chromatography (hexane:EtOAc 7:3), yielding to 48 as
a yellow oil (232 mg, 0.73 mmol, 95%). Purity > 98 %; "H NMR (400 MHz, CDCl;) & ppm 3.82 (s, 3H),
6.91 (d, 2H, J=8.8 Hz), 7.31 (s, 1H), 7.39 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 7.50 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.65 (d, 2H, /= 8.8
Hz), 7.96 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.03 (s, 1H); *C NMR (101 MHz, CDCl;) § ppm 55.3, 114.3, 122.1 (q, J =
3.7 Hz), 125.0 (q, J = 3.7 Hz), 125.2, 126.4, 128.5, 129.3, 130.9, 131.2 (q, J = 33.0 Hz), 145.5, 159.1;
HRMS (M+H") 319.1045 (calcd for C;7H,3F3sN,OH" 319.1053).

Cyclic nucleotide phosphodiesterase activity assay

PDE1, PDE3, PDE4 and PDE5 were isolated by anion exchange chromatography from bovine aortic
smooth muscle cytosolic fraction according to the literature.> PDE2 was isolated from human
platelets following the method indicated in the literature.? Purified PDEs were stored until use at -
80°C in small aliquots (200 pL).

PDE activities were measured by a radioenzymatic assay as previously described in detail (Keravis,
Thaseldar-Roumié et al. 2005) at a substrate concentration of 1 uM cAMP or 1 pM cGMP in the
presence of 10,000 cpm [*H]-cAMP or [’H]-GMPc as tracers. The buffer solution was of the following
composition: 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 2 mM magnesium acetate, 50 mg BSA. PDE1 was assayed at 1
MM cGMP in calmodulin activated state (18 nM calmodulin with 10 uM CaCl,). PDE2 was evaluated at
1 UM cAMP in activated state (in presence of 5 uM GMPc). PDE3 and PDE4 were assayed at 1 uM
cAMP + 1 mM EGTA. To prevent the influence of reciprocal cross-contamination between PDE3 and
PDE4, the studies were always carried out in the presence of 50 uM rolipram (a generous gift of
Schering, Berlin. Germany), for PDE3 and in presence of 50 uM cGMP for PDE4. PDES activity was
measured at 1 UM cGMP in the presence of 1 mM of EGTA. The compounds were dissolved in DMSO;
the final concentration of DMSO in the assay (1%) did not affect PDE activity.. The concentration of
compounds that produced 50% inhibition of substrate hydrolysis (ICso) was calculated by non-linear
regression analysis (GraphPad Prism 5.00.288 software, San Diego, Ca) from concentration-response
curves including 5 different concentrations of inhibitors. Maximal drug concentration used was
limited to 10 uM and therefore the percentage of inhibition obtained was given.

In vivo studies. Experiments were performed using C57BL/6J male mice (Charles River, L'Arbresle,
France) between 8 and 10 weeks old at surgery time. Mice were group-housed five per cage and kept
under a 12 hour light/dark cycle with food and water ad libitum. A total of 45 C57BL/6J mice were
used for the experiments. All animals received proper care in agreement with European guidelines
(EU 2010/63). At the end of the experiments, mice were killed by CO, inhalation (CO, Euthanasia
programmer 6.5 version, TEMSEGA, Pessac, France) followed by cervical dislocation, according to the
institutional ethical guidelines. The animal facilities Chronobiotron UMS3415 are registered for
animal experimentation under the Animal House Agreement A67-2018-38. All protocols were
approved by the "Comité d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale de Strasbourg"
(CREMEAS, CEEA35).

Neuropathic pain was induced by cuffing the right sciatic nerve.>*** Surgeries were performed under

ketamine (68 mg/kg) / xylazine (10 mg/kg) intraperitoneal (i.p.) anesthesia (Centravet, Tadden,
France). The main branch of the right sciatic nerve was exposed and a cuff of PE-20 polyethylene
tubing (Harvard Apparatus, Les Ulis, France) of standardized length (2 mm) was unilaterally inserted
around it (Cuff group). The shaved skin was closed using suture. Sham-operated mice underwent the
same surgical procedure without implantation of the cuff (Sham group). All mice were allowed to
recover from surgery for at least two weeks before starting treatments.

Mechanical allodynia was tested using von Frey hairs and results were expressed in grams. Tests

were done during the morning, starting at least 2 hours after lights on. Mice were placed in clear

Plexiglas boxes (7 cm x 9 cm x 7 cm) on an elevated mesh screen. Calibrated von Frey filaments

(Bioseb, Vitrolles, France) were applied to the plantar surface of each hindpaw until they just bent, in

a series of ascending forces up to the mechanical threshold. Filaments were tested five times per

paw and the paw withdrawal threshold (PWT) was defined as the lower of two consecutive filaments
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for which three or more withdrawals out of the five trials were observed.****

conducted the tests was blinded to the treatments.

The person who

Treatments began fifteen days after the neuropathy was induced, and it was maintained at least
three weeks. During the treatment, the mice received two intraperitoneal injections per day
(morning and evening) of 4b, 16h or 41n (3 or 0.5 mg/kg, 5 mL/kg). Drugs were prepared in 0.1 %
hydroxymethylcellulose 0.9% NaCl solution that was also used for control injections.

Data were expressed as mean +/- SEM, and statistical analyses were performed using STATISTICA 7.1
(Statsoft,Tulsa, OK, USA), with ANOVA for multiple comparisons and the Dunnett test for posthoc
analyses.
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4. 3. Etude complémentaire

Au cours de I'étude topologique, nous avons exploré des pistes qui n’ont pas été reportées dans la

publication.

Dans un premier temps, nous avons dans un premier temps considéré le dérivé séco du MY 5445
(Figure 88, A.). Le composé 92a inhibe la PDE5 a 13% a 10 uM (entrée 1) contre 42% pour le MY
5445, De plus, I'addition du groupement trifluorométhyle en position méta 92b (entrée 2) n’a pas
augmenté de maniere significative I'inhibition sur PDES5.

Dans un deuxiéme temps, nous avons voulu évaluer le remplacement possible du cycle A substitué
par un groupement électroattracteur par différents hétérocycles appauvries en électrons (Figure 88,
B.) : 3- et 4-pyridinyl (92e et 92f, entrées 2 et 3) et 3-pyrimidinyl (92g, entrée 4). Cependant, tous les
composés synthétisés se sont révélés moins actif que nos composés de référence (92c et 92d).

Enfin, nous avons envisagé de récupérer I'intéraction hydrophobe perdue lors du passage phtalazine
a benzamide (Figure 88, C.). C'est pourquoi, nous avons introduit des restes hydrophobes en position
5 et 6 du cycle A. La substitution en position 5 par un brome et un phényle est tolérée (entrées 1 et 2,
93a et 93b). Par contre, I'addition d’un groupement N-piperidino en cette méme position (entrée 3,
93c) conduit a un composé totalement inactif. Lorsque le phényle ou le brome est introduit en
position 6 (entrées 4 et 5, 93d et 93e), les composés sont aussi inactifs.
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Figure 88. Etude complémentaire

L’établissement de la liaison hydrogene existante dans la structure du composé 93f ameéne le
cyclohexyle dans une position de I'espace différente, ce qui explique l'inactivité du composé 93c
(Figure 89).
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Cq@ QQ@
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Figure 89. Structure des composés 93c et 93f

5. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons réalisé une étude topologique autour d’un inhibiteur de PDE5 : le MY
5445. 'ensemble des composés synthétisés (= 90 molécules) lors de cette étude a pu étre évalué in
vitro, ce qui nous a permis d’établir les relations structure-activité de notre hit sur PDE5. En
particulier, nous avons montré I'effet bénéfique du groupement CF; en position 5 du chéssis
phtalazine (gain de 2 log). Nous avons également modifié le chassis moléculaire pour former des
dérivés d’indazoles. Dans le cas de cette série, une instabilité chimique (déprotection du PMB en
milieu acide) a été mise en lumiere lorsque l'indazole est substitué en position N1 par des
groupements électrodonneurs (Me, cPen, cHex, Ph et Bn) ou lorsque la 4-méthoxybenzylamine est
décoré en position méta par un hétéroatome (F ou Cl). Parmi les composés synthétisés, nous
disposons de 16 dérivés plus actifs que notre référence (MY 5445) dont 11 stables a pH acide. Parmi
ces produits, nous avons sélectionné 2 hits (les dérivés de phtalazine 91b et d’indazole 95d) pour étre
testés sur le modéle murin de douleur neuropathique. Les 2 composés sont efficaces aprés environ
10 jours de traitement, et ce méme a une faible dose de 0.5 mg/kg.
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Introduction

La chimie verte a pour but de concevoir une chimie durable en diminuant I'impact environnemental.
Ce concept a émergé par la prise de conscience des chimistes, qui ont réalisés qu’ils pouvaient
influencer les déchets générés par les synthéses organiques. En particulier, au début des années
1990, les chimistes américains Paul Anastas et John C. Warner, des pionniers dans la chimie verte,
ont développé un credo en 12 points pour orienter les chimistes dans la conception de procédés plus
sirs et plus propres (Figure 90).*' Ces principes se focalisent particulierement sur I'aspect
environnemental (principes n°2, 5, 7, 10, 11), la sécurité (principes n°4, 12) et I’économie (principes
n°2 et 6).

Limitler lo polution
Minimiser le risque d lo sowrce
d'nccidents
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reel pour prévenir la Synthéses chimiques
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Figure 90. Les 12 principes de la chimie verte

A I'heure actuelle, I'usage de solvant organique est au cceur des polémiques. En effet, ces solvants
représentent environ 80% des déchets des entreprises pharmaceutiques et 50% des gaz a effets de
serres.”>*® De plus, ils sont généralement toxiques a la fois pour le manipulateur et
I’environnement. Afin d’évaluer I'impact environnemental des solvants organiques, plusieurs outils
ont été développés. En particulier, un outil simple d’utilisation pour les solvants communément

223 plusieurs

employés dans I'industrie pharmaceutique est le « traffic light » de Pfizer (Figure 91).
facteurs interviennent dans cette classification: la persistance, les risques de libération, d’incendie et
d’explosions, les réactions et décompositions possibles et la toxicité (aigué ou chronique). Dans ce
systeme, les solvants verts sont considérés comme ceux de moindre impact environnemental et sont
préférables aux solvants oranges. Les solvants rouges sont ceux qui posent le plus de soucis d’ordre

sanitaire et écologique et doivent étre évités.

186



Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

Favorable ' Utilisable ' Indésirable/Banni
i
Eau Cyclohexane Pentane
Acétone Heptane Hexane(s)
Ethanol Toluéne EtherDiiospropylique
2-Propanol Méthylcyclohexane EtherDiéthylique
1-Propanol Meéthylt-butyl éther Dichloroméhane
Acétate d'Ethyle Isooctane 1,2-Dichloroéthane
Acétate d'lsopropyle Acetonitrile N,N-Diméthylformamide
Meéthanol 2-Methyl-THF N-Méthylpyrrolidin-2-one
Butanone Tetrahydrofurane Pyridine
1-Butanol Xylénes Acétate de méthyle
t-Butanol Diméthylsulfoxide 1,4-Dioxane
Acide acétique 1,2-Diméthoxyethane
Ethylene glycol Benzene
Tetrachlorométhane

Figure 91. Systéme de "Traffic Light" de la compagnie Pfizer

Les solvants verts sont principalement des alcools, mais le solvant idéal reste I'eau. Bien qu’il s’agisse
du solvant universel pour les réactions biochimiques qui se font dans la nature, I'eau est trés peu
utilisée en chimie de synthése. Ceci s’explique par le fait que les réactifs organiques sont tres souvent
peu solubles en milieu aqueux (Figure 92, A). Afin de pallier a ce probleme d’insolubilité, il est
possible d’ajouter un additif, par exemple un surfactant, pour homogénéiser le milieu réactionnel
(Figure 92, B). Comme illustré dans la Figure 93 A, un surfactant est une molécule amphiphile
présentant une téte hydrophile et une queue lipophile. Au contact de I'eau, ces molécules vont
s’auto-assemblées sous forme de micelles qui peuvent étre considérées comme des nanoréacteurs
(Figure 93, B). Etant donné que la réaction se produit dans un milieu bien plus concentré que le
milieu organique classique, la réaction peut étre réalisée a des températures plus basses.”**

== 5=
L,. N

LA =)

Figure 92. Aspect du milieu réactionnel dans de I'eau pure (A), en présence de surfactant (B)
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Figure 93. Formation de micelles. (A) Composition d’un surfactant; (B) Schéma d'une micelle

La preuve de concept de cette chimie en milieu micellaire a été réalisée ces dix derniéres années par
le groupe du Pr. Bruce H. Lipshutz aux Etats-Unis. Pour ce faire, ces chercheurs ont développé 3
générations de surfactants non ioniques : le PTS,** le TPGS-750-M*** et TPGS-1000 (Tocopheryl
Polyethylene Glycol Succinate)®® qui sont des dérivés de vitamine E et plus récemment le Nok (SPGS-
550-M)**® comme illustré dans la Figure 94.

o~ tzpulmrul (Vitamine E) Acide sébacique Chaine PEG-600 a—Tocophérol (Vitamine E) Ester succinique Chaine MPEG-750

- A A - A A

(o) n=env.12 (o) n=env. 15
3 3
(A) PTS-600 (B) TPGS-750-M
B-Sitostérol Ester succinique Chaine MPEG-550
o~ lmzplmrul (Vitamine E) Ester succinique Chaine PEG-1000 /e Y A ~ A N
A [o}
- N—A——
(o) OMe
o} o/ﬁ/
O. O. n
o/\e/ \%\OH 0
n n=env. 13
(&) n=env.24
3
(C) TPGS-1000 (D) Nok |41I'ls=~11L-M|

Figure 94. Structure des surfactants (A) PTS-600, (B) TPGS-750-M, (C) TPGS-1000, (D) Nok

Le PTS et TPGS sont synthétisés a partir du tocophérol (vitamine E) par greffage d’un polyéthyléne
glycol (PEG) a I'aide d’un ester succinique. Le Nok se différentie des autres surfactants par sa partie
hydrophobe qui est composée de B-sitostérol, un dérivé de cholestérol.

Bien que les micelles formées avec le Nok aient une taille comparable a celles formées avec le TPGS-
750-M (respectivement 46 et 49 nm), leurs géométries sont trés différentes. En effet, comme illustré
sur les images de Cryo-TEM (Figure 95), le TPGS-750-M (Figure 95, A) forme des micelles sphériques
alors que le Nok (Figure 95, B), forme des micelles en forme de ver. De plus, le Nok a un caractere
hydrophile plus important que le TPGS-750-M, car sa balance hydrophile-lipophile est de 10, contre
13 pour le TPGS-750-M. Ensuite, d’un point de vue financier, le Nok est meilleur marché que le TPGS-
750-M. En effet, bien que le colt de la partie hydrophile est comparable (MPEG-550 et MPEG-750),
le B-sitostérol est bien moins onéreux que le mélange racémique de vitamine E. Enfin, le Pr. Lipshutz
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a montré que les réactions réalisées au départ du surfactant Nok se font avec des rendements

similaires voir légérement améliorés par rapport au TPGS-750-M.2*¢

(4 )

Figure 95. Image Cryo-TEM du (A) TPGS-750-M et du (B) Nok®*®

Depuis les années 2008, ce groupe a mis au point des méthodologies de synthése permettant de
réaliser des réactions de couplages métallocatalysées telles que les réactions de Suzuki-Miyaura,***

252 de SonogaShira,245'246'253 de NegiShi,245'246'248'254'255 de Sti”é,246'256'257 de Kumada’ZSS de Heck244—

246,248,259,260 245248261 ca oroupe a aussi mis au point les conditions opératoires

244-246,248,260,262,263 264,265 de

et de C-H activation.

pour réaliser des réactions de métathese, de déhalogénation,

266,267 246,248 de 268,269 de

réduction de groupement nitro,
271

trifluorométhylation, de borylation,

substitution nucléophile aromatique (SyAr)*’° et de couplage peptidique.

Ces réactions en milieu micellaire présentent 2 avantages majeurs. Cette technologie permet 1) de
respecter 5 des 12 principes de la chimie verte du fait que i) on utilise un solvant vert (I'eau) ; ii) on
travaille a des températures proches de 25-50°C (économie d’énergie) ; et iii) on met en jeu une
ressource renouvelable, ici le TPGS-750-M. A I'opposé, en chimie organique classique ces réactions
métallocatalysées ne respectent qu’un seul de ces principes : la catalyse. Ces nouvelles conditions
permettent également 2) de réduire le facteur E, défini comme étant le ratio de la somme des
masses de déchets sur la masse de produit souhaité.”’**’?

Au vue de l'intérét pour ce nouveau type de chimie pour la communauté des chimistes et compte-
tenu du fait que la formation de liaison C-N via les réactions de couplages métallocatalysées
(Buchwald-Hartwig ou Ullmann-Goldberg) a été moins étudiée en phase aqueuse, nous avons choisi
de développer un axe de recherche autour des réactions de N-arylation en milieu micellaire. Ceci fait
I'objet du présent chapitre.

1. Importance de la liaison C-N
La liaison C-N se retrouve a la fois dans les produits naturels,”* les produits pharmaceutiques
(comme le Minozac® et la Siltenzepine®, Figure 96)*”°2"° et les dérivés de matériaux (comme le TPD

280281 Ces liaisons peuvent étre

utilisé comme transporteur de trous dans les OLED, Figure 96).
formées de 2 maniéres différentes au départ de dérivé halogéné : la substitution nucléophile

aromatique (SyAr) ou les réactions métallocatalysées (Pd ou Cu).
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Me %“N [ Q ]
-0 O, o a%s
N—N [ N:/> /)'\\ / Q

. A~N"on
Minozac ® _ N,N‘-(3-methylphenyl)-1,1%
3'"enzep'“e® biphenyl-4,4'-diamine (TPD)

Figure 96. Exemples de médicaments et de dérivés de matériaux contenant des liaisons C-N

Les inconvénients majeurs de la réaction de SyAr sont ['utilisation : i) de solvant basique ; ii) des
températures de réaction tres élevées (généralement supérieures a 160°C); et iii) d’'un exces
d’amine. Ce dernier point est particulierement génant lorsque I'amine est onéreuse ou non
commerciale. De plus, les rendements de la réaction dépendent de la substitution du dérivé
halogéné. En particulier, lorsque le systeme halogéné est enrichi, les rendements sont souvent tres
faibles (Schéma 34).

N \

s 0 ——
X DMSO

100-130°C, 16h
17b,X =N 1b, X =N, 83%
33, X=CH 3, X=CH, 0%

Schéma 34. Exemple de limitation de la réaction de SyAr

A titre d’illustration, la réaction de condensation de la chloropyrimidine 17b avec la 4-amino-1-
benzylpipéridine conduit a I'amidine 1b avec un rendement de 83% (cf Chapitre 1). Au départ de la
chloropyridine 33, ces mémes conditions n’ont pas abouties. Aucune trace du composé n’a été
détectée par HPLC méme lorsque la réaction est menée a 130°C.

Les réactions métallocatalysées, plus récentes, ont I'avantage d’utiliser I'amine en quantité
stoechiométrique tout en ayant des rendements plus élevés. En particulier, la réaction Pd-catalysée
de type Buchwald—Hartwig (formation de liaisons C-N) est aujourd’hui I'une des méthodes les plus
utilisées en chimie fine ou pharmaceutique pour accéder et/ou introduire de la diversité sur des
« buildings blocks ». Cette réaction est encore plus attractive aujourd’hui du fait de la découverte de
ligands plus efficaces permettant d’introduire une plus large panoplie d’amines et/ou amides sur des

2827286 Da maniére conventionnelle, cette réaction se fait dans des

halogénures d’aryle ou héteroaryle.
solvants organiques sous chauffage et atmosphére inerte. Malgré les nombreuses tentatives pour
développer cette réaction a plus basse température, I'utilisation de solvants organiques va a

I’encontre des 12 principes de la chimie verte.

2. Réaction de Buchwald-Hartwig dans I'’eau

2.1. Etatdelart

En 2009, le groupe du Pr. Bruce H. Lipshutz a transféré pour la premiéere fois la réaction de Buchwald-
Hartwig dans I'’eau. Pour ce faire, il a mis au point un nouveau systeme catalytique composé de
[Pd(allyl)CI], en tant que catalyseur, de c-BRIDP en tant que ligand et de t-BuONa pour la base
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(Schéma 35).2%*8%%7 cependant, dans cet article, seuls des dérivés d’anilines ont été utilisés comme
nucléophile. Le scope de la réaction a été étendu par le méme groupe aux dérivés de carbamates en
2014.7%

R
Br Ho _R. [ra Iy a0 (0A5é1.01’\rlnol%), cBRIDP (2-4.4 mol%) ’!lz
R, + ;il t-BuONa (1.5 equiv.) > \Ar
Ar PTS (2%), 25-50°C R4
A% =RAra=100%

22 casmples

Schéma 35. Systéme catalytique de N-arylation développé par le groupe du Pr. Lipshutz

2. 2. Travaux personnels

Le premier objectif de notre travail a été d’évaluer le champ d’application et les limitations de ce
systeme catalytique. Pour ce faire, nous avons mis en réactions toutes les classes d’amines non
étudiées dans le précédent travail (anilines hétérocycliques, amines primaires et secondaires, amides
et azoles) avec des partenaires halogénés variés (arylés et hétéroarylés). Comme représenté dans le
Schéma 36, la réaction est efficace au départ d’'une aminopyridine alors que I'utilisation d’une aniline
hétérocyclique moins basique, comme la 2-aminopyrimidine, conduit au produit de N-arylation a
I’état de traces (9%). Ce systéme catalytique fonctionne avec des amines secondaires cycliques et
acycliques. Cependant, aucune réaction n’est observée en présence d’une amine primaire. Le
couplage des amides est peu efficace : avec le benzamide la réaction de N-arylation conduit a un
rendement de 28%. Enfin, nous avons également montré dans ce travail que I'évolution de la
réaction dépend fortement de la solubilité dans I'eau des substrats mis en jeu. A titre d’illustration,
au départ de la 3-chloro-5-phénylpyridazine (solubilité : 0,255 mg/mL), le produit N-arylé est isolé
avec un rendement de 80%. Par contre, au départ de son régiosomere, la 3-chloro-6-
phénylpyridazine présentant une solubilité de 0,067 mg/mL, aucune réaction n’a été observée.

R
Br H R 111 3PLI], (1.1 mol%), cBRIDP (4.4 mol%) 12
SN2 t-BuONa (1.5 equiv.) o No
R4 + | > R
Rs Pl w30 I (2%), 50°C Ry

. O~
Bt

=i s

Zolubilite squause: 0,255 mg,/mi 0,067 mg/ml
du réactif chiord

Schéma 36. Scope du systéme catalytique développé par le groupe du Pr. Lipshutz
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L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail sont présentés dans I'article intutilé :
Buchwald-Hartwig reactions in water using surfactants

Christophe Salomé, Patrick Wagner, Maud Bollenbach, Frédéric Bihel, Jean-Jacques Bourguignon,
Martine Schmitt

Tetrahedron 2014, 70, 3413-3421.

Les annexes sont disponibles dans en Annexe 1, page 255.
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Examingtion of the scope and Hmitation of the Buchwald - Harowds cross-coupling reaction in oicedad
e b deponed, Ao vy ol angd o Detemangd Dalldes seere cogpled o dive e nieogen cowpling
parmmers wsing a combination of [lallybpdctyy and esrine o afferd the corresposding products in
madarate m excellent yields. 20 sxamples are reported. incliding polar solid and fairdy warsr-solukle
oTganic subsirates/rragents.

O 200 Elaesier Ll AU s esepved,

1. Introduction

Pd-catalyeed Burhwald - Harpwig cross-coupling reaction 15 ong
of the most imporant methodelogies  in modern organic
synthesis, particulaily in the synthesis of inportant ntérmediates
and building blocks for fve chemistey” and pharmaceuticals.’ In
the past decade, tesearch sfforts led to the discovery of diverss
catalysts that are able to couple a wide scope of amines with
thererolaryl halides imder mild reaction eonditions, Conventinn-
ally, Ruchwald—Hartwig crass-coupling reactinns are carried out-in
nreanic solvents [, THE dirsane, MMP) and often ar above ame-
Il lemperalues, Although many allempls have been imade o
perform these reactions undasy’ chermally mild conditens, the use of
potentially foxic ovganic solvenis 1§ commen, which by definition
fails ta meeet the 12 Principles of Gresw Chemistry,

Typically, the use of water as the reaction medium often pro-
vides beneficial effect in rare enhancement, hot, in some cases,
organic compounds [reactants) could be insoluble in water and
prevent the reacHons due o heterogenows purposes (specially with
suficl CtJl‘.I1'|'}DI.‘II1.d.‘i].I Howéver, the commons apprehenston of in-
sofubility of prganic substasces in sgquesas mediom aften beeomes
deterrent for the use of water, which however mdy e clicune
vented by the use of surfactants.” Recently, Lipshukz et al

* Lorrespending authars, 12l 53 (13 GRS 54 241 memall addresses sslomes
wnarea b - Sikund], n T IBE Sctnill ],
I'eesenr address: Laboraroire de: Bavectomlogie, UMK, P Faculsd die phar-
Ientids, Timiverslie de Sinmbowrg, 3, node du Thin, BF GN03E, G401 1kl Frnee,
Thirses msthars combribored mpalfy too s worls

Tl a02I0E — see Trond matier o 2004 Flevier b Al vigars ressnasd.
fertp ! e del arm D 01BN et 2014 03408
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developed safer surfactants, eg. polyecyethanyl d-fooopheryd
sehacate (PTS] and polyrecyerhanyl-a-tocapheryl saccinate (TROS-
TH0-M Y b serve as nanareactars- U i particolar, the second-
weneration surfactant, TPGS-750-0, forms panonmicelles in water,
that are ipophilic o the lnside and hydrophilic on the outside, and
allowied efficient Pd-catalyzed cross-coupling reactions ac 40 =C,
&g Suzuki—Mivaura,” Heck” Buchwald—tHarowiz," " or Sonoga-
shira reactions. The second-generation surfactant (TPGS-750-M)
it nlten a superior choice than the Arst-generation surfactant {7759,
with respect to yiclds, ecomamics of preparation, and levels of pu-
ey, Unfartunately, tor the interesting Buchwsald —Harmwig cross-
coupling reactiuns, ealy the N-aiylation of zmlne derivatives has
P repurted Cichienie 1577 Moreower, i the repored exam-
ples, the reactants used are relatively lipophilic compounds with
low melecular weights, Therefore, these reactants genecally &xist as
more ol less viscous olls, therelyy allowing their iIncofporations it
a micellar sysrem, However, while this article was under review,
Lipshutz et al. enlarged the scape of the arylation reaction to urea,
carbramale, and sulfonamides derbvatives and reported the efficsoy
of these classes of nitrgen dervatives under micellar conditions*

Herein, we report the scopi and imilations of the Buch-
wald - Hartwlg reaction & micellar imedinim, a5 described ¢arlie
by Lipshutz's catalyst systen,  [fallyldcl]s (11%1  ‘Hudna
1.5 equiv), TPES-750-M-2% jn water [ 1.0 mLy, and cBRIGE (4.4%),
S0 v reacting varions (heternlary] halides with diverse ni
rrogen coupling parmors. I particular, ehis by orilizes hoth
water-spluble amines. such as dimethylamine, and specific exam-
ples of fairly warersaluble polar solid organic suhstrates/reagents
with relatively ueh meling poimnes,
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2. Resulis and discussion

First, the effoct of the leaving group on the reacdon rase and
yield was examined. [n fact Lipshutz et al. reported the reaction
with anlyary] hromides and TPGS-720-4 as the surfactant, in this
study, different leaving groups weere chnsen, &8, 1 Br, CL UIF, and
Oz F-Amnopeiidioe 2 was chosen-as Lhe repiesentative of het-
croaryl &mines, and the esults are swmmarized in Table | Bro-
motoluene 1k reacted efficiently in micellar mediom. as observed
presanusly by Lipshorz ! Labile | animg 2, 2, BRE vield ), Arvlindide
1 alforded the produce in S0% vield (Tabie 1, entey 3 after 2 1
however, the feaction was guas-complete D908 yield ) after 16 b
(Table 1, entry 410 As expeceed, anvl chlocide Ta was less meactive
16, 40 wield, Table | entry 1), and 60% of the starting matcrial
veas recrvered. This result @5 in o arcordance with the chema-
selecrivity ahserved fr 1F [ Tanle 1 antry 70, When a henzene ring
biearing both clilotine and bromineg atoms was used o5 the sub
strate, nopeactlon was sbserved on the chlonne position,

Tamae 1
Sody ot aniiarion of syl Ballces i watcn o przsende o THGE-T304

TPES-T50-M-2%: 1
| -;_‘:_,_{-:‘h_r
x; S

A' by cHRITE (4.4%)
e W [l iR ECT]; {1 1%
1

1 Mal-i-Hul L5 agy, S0 3h, 3n
knmy M [} X e (R L A%
I 1a Hhde Ll 18 Al el
F Th 3= ar i Th e
3 L d=nvie ] i h £
4 ic F-0de Tii £ i
] 14 H-har i & Al HT
- r '_J!-Mr 0Ts Tii Th nE
’ k(3 4l Hr 2 E 2

WiEhout TIVGE oaly 55 af |:Cl||]'||][|l§'ﬂ al 3.

" Ay Of 3 [previons ok,

i i edeticn gveii 1 5RS A Coildeivatedin | Lol ol e )2 fal ol TRGE-T50-
Lt E

Ayl sulfanates were used owing o their case of preparation
fromy  readily available  phenolic  peeciisors,  wedolyl 1o
Huewome Unanesullfoete T and m-olv] -yl beieenesuliona ie
e were synihesieed ollowing the reported procedunds, The Pd-
catalyzed amination of amyl triflates has been previousiy por-
tormed by Lipshutz using. the Hrst-geaeration sutfactane (TPSL
Heweever, these reactions aften resuleed in low yields owing ro the
Eta-catalyzed cleavage of the friflate, The use of MEr a3 the
additive  Improved e esobts (765 soleted  yleld, 05 Dbk
Interestingly, In our hands using TPGS-750-M micelles, the K-
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arylatron reaction of T derivarive 1d cesulted fooa high lsolied
wheld (875 wield, Table 1 entry 5heven in U absenve of NEL, With
the O-tosyl derivadve 1e, no reaction wwas nbserved owene ac high
micellar mncentrarion {Takle |, entry G). Similar reactivities have
heen oheereed In the Buclwald—Hartwig reactions using classical
conditions,

Tor furthver mrvestigate (e versalality of s aeethod, see carried
out a second st of egperiments: the cross-coupling wactions ol
various aliphatic. amines [primary amincs, aceclic and oyclic
secandany amines. anilines, amidines, and heremarglamines ) with
- beonporelvene, Tle results are sumsrized io Tabde 2 The st
Eoal of Uis study was (o lvestigate the reactivity of the most basic
nitrogen decivatives, With the primasy amine: n-BudH5 (Table 2,
cobry 11, e trace ol the expeoted product was observed, and the
starting material 1B was ecovered unchanged. With e mome
Iipaphitic Benridarine, 25% yvield af the praduce was chserved by
HIPLL analysis afoer 16 W fcompare:, Talde 2 -eotries 1 and -4), In
conteast e secopdary allplutie amines were found 1 be oore
reactive than the primary afiphatic amises (compare: Table 2,
entries | and 2 and enimies 4 and 51, 10 all those cases, the yields ae
gncl. With this in mind, we tried the reactions successfully
with  warersaluble  secandary  amines,  NAN-dimetfylomine
Qug D=-0118"" Table 20 enly 37 and  M-mehylpiperidine
Hop D=—045. fuble 2 entry GL With NMN-dietylanine, oo
reacton was observed under the standard stoichiometric condi-
tons | 1.2 egoiv of amine, Table 2, enimy 30 However, when a large
eheress nf NMA-dimerthylamine S0 in warer, @ squiv] was nesd, M -
dimethylaniline derivarive 3h was nbrained i S0% yeld (Tahie 2
euley 35 With L2 equby of Nemethylpiperidine, anly 408 conver
stomn was observed alles 165 [ Tabbe 2 ety 61 The use of 3 equiv of
M-mechylpiperidine increased cthe yield 035% isolated yvield. Table 2,
ety By, These resulrs demomstrate thats (31 rhe N-arylatiom
reacrinons can he reglized with the commercially available aquenus
aolutions of aimines; (i) the lop D of the amines does not play
& major role in Lhe reaction: and (i) even water-soluble com-
pornds can b incurporated inside the highly bhydrophebic mi-
celies, These results are very interesting. becaise in the classical
Ruchwald—Harmwig cross-conpling reaction: the aqueous solutions
of amines are pot tolerated, Instead, highly anlyedious conditions
are temeded, and bighly voldtile amines dvailable naprotic solvenis
(THF] o ether al low concenbiations aie wsed, Too plbers see-
ondary cyclic amines wore cxamined, N-beneydpiporazine (Table 2,
entry 71 and tetrahydmisoquingline (THIG, Table 2 entry &), In bath
the cases, the reactinns afforded the correspanding produces in
sarisfacrory wields {806 bsalared vields). This can he explained
Ly 1o high lpophilicity of these compounds, favoring Lhes capid
cotcentiations wr U mibvelivs, Howeser, Uie THLE derbative luolg
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b barmmian of BEE ol 8

! Seenne addirion af A8 ol Taleled o], and 245 of eIt 1 b,
E AR ] and A8 of cRRTNE

& lonzer period fur the completion of the reaction (16 ), Do thee cgse
of terrabydraisnguinoline, the axidaton of the re=solring N-aryl
tatrahydrmisoquinoline 3g affordad the corresponding N-aryl 3.4-
dilvedioisogquinoline - T04 1] ohe 8, as the side proghuct {10 yheld),

ML Hig vioss-coupiing meactions ol 3-brometoloene with di-
verse nllogen-contalmng beterocycles were carrled oul (Table 2
With J-aminopyridine (Table 2, encry %% the reaction worked
protty well, as described carlicr by Lipshuer (B&ES yield, 2 1)
Howaver higher caralyst loadings (28 [(lylPdC ] and 445
BRI were cequirad far 2-aminnpyridine [ ihle S, enrry 3003 This
ds probably  becsuse of e chelating  propeciies of g
Z-aminopyridine derivative. In contrast, with 2-aminopynmidine
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{"falile &, @ntry 100, only 9% of the corresponding prodoct was isn-
Lated after 1 b or ¥ b, even wirh higher carabyse Tnadings (5% [{aliyl]
FCl]y aud 444 cCBRIDP) Surprisiazly, oo lrave o argl broondde 1
s recavered. Thie i probably becavse the geanidine moiely of
the 2-aminopyrimidine could coordinate to the Aryt Pd complex
and so camalyzes the redoctive elimingtion leading in our case to
raluene as ohsered -earlier By Ruchwald wirh monedencate 1i-
gands ! Az shown in Tahle 2, #ntries 12—14, the amination process
sas successfufly applied o pyeeole or indele, For example. pyrole
affoirded the target M-arplaton prodect io 60% yicld atter 2 b under
the standard canditiony (Tabic 3, entry 12), With indole, the rate for
rhe aminarion reartion was slightly slmerer than that for che ami-
naoicn of pyrrale; modeover, this veaction required highes catalyse
Toadigs, However, the specta] piocluct was abilalied n BE% yield
under Lhe standard conditions (Table 2, entey 130 Figdlly, the e-
action wivld was very low with indazole {14% yield, Table 2. entry
141 even with higher catalyst loadings.

Finally, we evalumated the efficacy of rhe amidation reacton ot
Shromotaluene under the micellar conditions. In particular, a sef
of awides, carbamates, and ureas were seiected for s purpaose:
As ekpected [rom Une previows resulls diescribed by Buclowald, our
studies.”” and very recently by Lipshuiz * the reactlons with car
bamates [Talile 3. entries 1 and 27}, ureas { [zhle 3, entries 7 and-8),
anid cpelic amide (Tahle & entry &3 0 the micellar mediom offor:
desd the corresponding produces insatisfcrory yields. whereas the

Tanle 3
Palirdiam-cress coupling M-aryiazion with THGS

TRGR-TH0 M1

F‘.I
Br Mo
= R“{m{. SBRIDP i 4%) @’ “I
O [ETAIPEC (1.5%)
MarCri-Bu(1.6 ag) BYC

ik 4

bty K AT IHE, Tiear (g 5 4 ur

L LDOC=21 ks 1% da T

® T-MHy 16 40 il
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rrans-secondary . amide did por react (Tabie 5 enty S) In
tevesringly, when othel potentially eactive funcriongl growps (e,
Lyebrumyl] were present o e anude subsizate, chemaselecive
arylation on U silogen was obseeved (Table 5, eoly 7], Sur-
prisingly primary amides afforded the correspording products in
moderate viclls{ Table 3, enries 3-and 4], cvenwhen using higher
cakalyst Inading,

In eontinuation of aue efforts, the N-arylation reaction was
studied with several unactiveted acaheteroarel halide couphog
parmmeTs (Tablo 4] In chis study, we seleowed 3-gminopyridine as the
pretotypical partner, Varioos chloroheterocyehic systoms, such as
pymiding, pyrazine, pyridazine, myrimidine (compounds 5a—e and
61 and rhiophese (compound 50 wers efficiently d-substitured
with Saimliapyeldine, In particular the redction conditiods wers
elfective for the: 2 d-dichlocopyritmidine decivatave [ Table 4, cotry 7)
because 2 4-pyrimidinsdiamine 6 was obtained as the major
product, In confrast, the very law reactive 3-hromaothiophone
reacted smnothly: howeser, it required higher catalyst Inadings
5% of [lallwDeddd]y), Surprisingly, the veaction of G-pheoyl-3
chiofopyndazine fRiled (ke 4, entry 51 This {5 probably
bevause of e very low solubility o G-phenyl-3<chloropyridazing

Talde 4

Falladivm v mhuplmg W arglatiom with THGS Y01 M an hepmacidie spaem:
TPGS=T50-M2%
cHHtLJ"." A

NHg
& O e, & e
Il O] L, 1 %)

Wt Bull .3 =g}, S0°C 5

A=Ci 8r
ooy Heberarris Firme (1) ™ L
1 Q # 52 ul
b B =
i)
2 | ] b "
N'P’
L}

0

WG
|
3 PJ ig Gad 1]
L
L} | T wf iy
Br
Sy

Ty | i 8 14
Gl Nﬁl\:‘

¥ lanlien ks
L] (FARPEC] D520l 4,05 of CERENP tere used,

ity
Conrapmpend 4 (ATK] e bicdaiml g '.9__--,,-:-.,_*;_':-_
e H <
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in water [00HT mg/mil compared o 0255 meiml for the
5-phenyl analog) ' afarding an inzoluble [racipitate,

Finally, wwing e Lhe observed pour eactivities ol e pomacy
g and primary smides. Lighly eleclion-defiaent 26-iclloro-
S-mechy] pyrimidine 7 was wsed as the substrate m facilitate the
reactions. With the benzamide denvative (Table 5, entry 1), the
reacrion afforded 2 37 reginisomernic mixture of 8a and 10a in 875
isntarad yvield, CGood results ware also nhserved with heazylamine
{labele 50 entey 23, The structuee of 2-amino-substituted pyomidin.
4-ol 10 was cxablished by the heteromoclear NMR exporimerts
THREBC and HMOQL, see the Sepplomontany detal,

Tahle %
Fallaclisimy pazalyzed N betesaarylaniom 4F the less macenes amiaesvath 7

TPOS IS0 M.3% T,‘ I&»N
eBRTDP (44%) _ = |
,—l-\ I\:: . T RHN M‘ﬁj“cl H W MR
Al IR |y (1 1%
Mall-rBuf].5 ag), S0°0 b e

Ly i 3 9% i
1 a 4ielt P L% i £
4 Is PPhiH: 13 14

Ctur greac interest in medicinal heteroeyclic ¢hemistry promptoed
1=ty evalpare the pnssible incramalecular cyclizarion of Nepro-
rected g-hrnmo-phenethylamine 11 Under the standard #xperi-
tental conditions, e expected N-Boe- ndaline 12 was obdained L
eacellenl solated vield (B4, Siheme D) Neoside prodoct [edie.
sponding indole | was detected by the LOME or TH NME analysees.

a0 {15 g}

R
u‘_"’_n_\_'_‘,. TPEE- TR0 25 |
g:/ o [ImByIPEtly (1.1 %) CEREP A} imc}(D}-

"

Schieme L listarmlecular oo ol 8 O o e prenetylamice 1 el
muzellar corelitios

3. Conclusions

We significantly expandsd the substiate scope of the B
catalyeed amination voder micellar conditions (TRGS-750-M). 1n
particular, cyelic amitdes, ambines, carbdaimales, dreds, dnd vacluus
nitrngen-containing heterocyclic dervatives were found e be ro-
acrive and afforded the corresponding products in excallent yislds,
We absn demanstrated that various irinoehlaridas {pyridine and
pvragine | and Unephene ase brgely tolerated o tus sgueoss -
cellar nedia, Howeser, te yields dicectly depended on thelt in-
trinsic agueous solubilitics. In a few reactions, relatively higher
levels of catalyst oading (2% Pd ) were reguired, The applicacion of
rhe eacTion o varines hetemeycles makes tha methnd more ar-
tractive because of theiy use 10 medicinal chgmisoy. Foally, teo
chemoselectve Noarylations { B vs O urea vs QLD were veported In
thiy seuddy,

The cross-coapling reactions with benzamide demvatives and
primary amines pose anmie challenges; therefore, further smidies
are curently nnderway [ooovercome these problems,

4. Experimental section
41, Saluhility test using HPLOUY

L order o deteemine e solubilivy concenuation of a sampte
ushig HPLCIUY, @ standard cuve [or dacl compound was prepdied
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from lenoawn concenteaninn n DRSCH (48, 15, B, 005, and
IO pmalimL), 1e-area under cucve CALICT wes measared at the
et absorbanee: (=203 s bog 5 phenyl-3-cllvropyed acne
gl A=200 wn for G-phenyl-3-cblorpyndagine. The eguation ol
the line was then used to calcutate the product concentration from
the absorbance of the samiple. Probe (3,00 mg ) was introduoed inran
Enpendort tube, 8O0 L nfa saline solution (% mag of MaCt dissoleed
in 1 ml, water! was added inm the Eppendort,. The snlution was
thetn sticresd for 24 b al oo teniperatie on an oscillature plate, I
order ter improve the agitation, & little magnetic stmmer bar way
added, The mixture was then contrifuged. Supernacant (2.00 o]
was analyzed by HPLC The solubiliog af each sample was then
obtained wsing the equarion of the calibealion corve; O.B67 mgfmL
fon the & pheiyd Sehloropy dazine and 0255 mgiol foc the 5
phienyl-3-chleropyridazine

4.2, Chemistry: general information

Al reactions weve carvied oul undes a niteagen atmesphedse,
Charincals sl solvents were puichased froim Sigma—Aldonch and
were wed without loclber purilicatlon. Analytzal TS was per-
tormed ustng silic gol plates Merck 60Fas4 and plates were vist-
alized by cocposure tn wltvaviolor fight. Compounds wiore puritied
using Armen spor flash chromatagraphy an silica gel Merck &0
rparticle size (WO40-040687 mm), Yields refer to isalafted com-
prounds, eslimated Lo be =978 pure as determined by 1 NAME o
HFLC. "H and “C KMR spectra werd recorded on Brisker Avance
Spectrometer operating at 300 MHz/A00 MHz and 100 MHz, rc-
spectively, All chemical shift values 4 and conpling camstants | are
fucded [nopacts per mblon and e lects, respectively, multplicity
=singler d=doubder, i=tigplet, m—mulople be Broad ) Analyical
RP-HPLC-ME5 wias porlormed wsing an LC-MED 120051 Amient with
& Thermo Hypersiteo)d ¥ cotomn (018, 30 mome 1imms 19 um) using
the fllnwing paramseters: (1) the solvent system: A [acetonitrile)
and B OOUASS TRA in HyOb (20 A limear gradiens r-0 min, 9R%A;
=5 i, 56 B r=6 inin SEH =T min Q8 =Y min 28 (3]
Plevae pare af U0 mildmbing (49 Column wempecature: 500 (5) T
rativ ot products was determined by integration of spectra recorded
at 210 nm or 254 nm; (6} lonization mode: MM-ES+ APCL HPLC
were pecfarmed wsing a Dionex Uibidate 300 using the following
paramererss flowe e of 0.5 mlinin column remperare: 30 70,
sulveil systens: A (MeDH) and B [0.05% TEA i HaO ) 0=0 1 e
S0 G of B ien =1 10 sk G0 100 of Boand =100 15 jdic
1005 of B: Infra-Red analyses were porformod by FT-IR, on & Micolot
30 ATR from Thermao and wavenumber were pzpressed in om

4.3, Genmeral proceduore

Aanne [ L2 equuy ) aied 3-bromotodwene [1 equy were added 1o
an arueous =satation of TRGS-750-M-25 (| mLjmrmol L The mixtone
was degazeed by bubbling Argon in through (5 mind, Kal-r-Hy
.5 eguie), of [[alyDPa0 ]y (108 and chrdp (4,43 1) were: added
rogether 1o the previous sslurion, The mixtoe was stiered [af
1200 rpm) at 30 “C (2 24 h). Voladiles were evaporated and the
crude resiclie was puribied by chromstopraphic column on silica zdl
using ethyl acerase and oyclahocans a5 solvene,

4.4, N-Butyl-N3-dimethylaniline [3a)

Follospinig tie genvral procedurne, wsing Pdslallyl B0 (44 me,
0011 mmaot), cBridp (155 mz 02044 mmol), 3-bromomoloone
CIEF pL, L0 ommnl), §-methyl- | -bucanamine (148 o, 12 mmoed),
ard Mac-r-Hu (144 mg, 15 mmol) in aquecns TPOS-7508 (3%,
10 mby followed By purification using column cheoimatography
150 ) andd n-beptaneethyl acetate 79015 vielded 3aas 2 colorless
oil ¢ 117 g, GEX wyield . HPLC rt 2.85; 'H MR (300 MHz €00
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B OST=100 L3H, T 0 HR), 1AT=1.43 LA, 0 153 —169 (01, m',
DA4 [N =), 2040, 80, B0 (A s HE, BA2—hSE T,
w701 TG (UH, a0 MMR 100 MEE COCk) § 144, 204, 220,
290, 384, S0 1094, 1129, 1168 1290, 1957, 149.0; HEMS
[M+H(ESE 1721587 [M-H' | {ealed for CoaHaaNH - 17805001

4.5, MN3-Irimethylaniline (3b)"

Following the general procedure, using Pdalallyl b0l (4.4 mg,
00 mmel), cBodp (155 mz, 0044 mmol,. 3-Sromomioens
(121 pL 10-mmal), TRGS-7500 (20 mok and NaO-t-Bu ¢ 144 my,
1.5 mmnd) in aqusnus dimethylaming A0, 10 ml), fallowed by
purifica tion using colums cliramatagrapky (5025 and cyclobexang)
eElw] acelate (901 1o 5/5), vielded 3. o brown ol (127 g, B0
yicld), TH NMR (300 MHz, COCl) & 230 (3H, s) 291 (6H; =),
G.51-G30 [3H, m), 7097153 (1H, mj; i MR [ 100 MHz, COCTS)
28 A0 T, 1088, 1135, 1176, 1288, 1387, 150.8,

4.6, N-Benryl-3-methylaniline (3¢}’

Folloviizs Lhe weneral privedore, using Pdsfallyl 50 (44 my,
0011 mmol), cBridp {155 me, L4 mmaol), 3-bromomiuens
(121 gl 1.0 mmol), benzylamine (130 ul, 1.2 mmol), ard Nad-f-
Ho {134 mp, 1.5 mmal) in ageeons TGS /500 (25, 10 mL); fol-
fowed by puricanion osipg column chromatography (5607 and
cyclohesanefetlnlacetate (82 ] vielded 3 as o colorless oil (40 me,
20% yield). “H NMR (300 MHz, CDCk | 42300 3H, 51, 390106 | 1H,
br s}, 434 (2H, 5), GAG-G503H, mi, 209 [ 1H, |=7.5 Hz}. 727741
[5H, mj e MR 00 MHz, O] 8207 AR, T, 1T3.R, T1RE,
1272, 1206, T206, 129.2, 139,10 1396, 145,10,

47, N-[(3-Methoxyphenylimetbyl|-N,3-dimethylaniline [3d)

Follawing rhe general procedure; nsing Pda(allylizCla (44 mag,
T mmnl), cRrdp (155 ma, 044 mmall S-hromariens
(121wl L0 moeooll [0 methogy pheayliethyl ][ methy]amine
P IFH ik 158 mamal), and Mad- o (144 mg 13 mnkal) i anieous
TRCE-750MM (2% 10 ml), follvwed by purilicatdon using column
chromatagraphy (5i0:) and eyclohexaneiochy] acomare (83 yisl-
ded 3d asa coloriess ail (168 me, T0%yield), HPLC ie 3.44; TH NME
[ FO0RAHE, CIIC 5, 25 =008 2,3 (30,80, 400 T3, 87, 579 30, 51 4,50
[2H, 51 G55 GE0 [3H, m) 678 -E.BG_EBH. m). T 725 k-, L
J=T5 He) T2 T25 (K, |, f=7.3 Hel, T NMRE [101 MHz, L0005,
25 Ch A, 220, 385, 352, 567 1097, 11200, 1124, 1132, 1176, 1149.1,
129.0, 12905, 1388 ML 1500, 1598; HRMS [M-H"Y{ESI" ]
2429540 F8 HY ] (ealed for CyHaMOHT 23205550

‘A8, 1-Methyl-4-{m-tolyl)piperazing (3e)"

Followine the meneral procedore, usime Pyl allyl 1200 744 mg,
1L mmal), cHodp (155 mg, UkA mmal), 3-hramasohuens
(121 ., 1.0 mmal), N-methylpiperazine (133 al, 1.2 misnl), and
AR B g, 1.5 el ) o agueons TRCS 7500 (22, 120 mi),
feelloeeed by pursfication wsing colomn chromatography (5005 and
cihyl avetateimethanol (100 b B2 vielded 3¢ as an orange oil
[ g, A% ydeld) TH KMR TADD MHz CTI0I3) 6 2.34 (3H, 5], 2,49
(38, 5), 278 A, £ 1.8 Hzl 332 (4H, t, 1.8 Hr), B.72—6.77 {38,
O AR T, (= s O MR TR M, GG 0 L8, 454, 485,
547, 1136, V172, 1212, 1290, 138.9, 1396

4.9 1-Benzyl-4-(m-talylipiperazine {36

Bollowing rhe genaml procedure, using Pyl allyl Ly (44 mg
Y mmnd), clridp (135 ma, L4 mmall, S-Bramnioluane
(321 pl, 18 munel), Nebeneylpiperasdne 208 gL 1.2 ot} aond
Ma0-t-Bu | 144 myg, 1.5 mmol) in agueons TEGS-750M (2%, 1.0 mL),
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follossed by purificanion using column chrsmatngraphy (i) and
ethyl acetate/imwerhanol {3000 o B, vielded 37 45 an orange oil
(212 jug, BOF welcd), 'H MME (400 M COC ) o234 (3H, 5, 163
(4H, L J=3.0 He) 323 [4H, 1, J=50 Hz), 360 [2H. &), 669 G7F
£3H, mi 207 OTH, =78 Hzh, 728740 (5H, m, H arom ); " MR
{100 MHz, COCL:) & 218, 493, 532, 630, 1136, 1IED. 1212, 1271,
T2H.E, 1290, 129.2, 15658, 1387, 1575, LHMS (M HHIESE ) 2670
I Ceatod for CpgHa Ny 2870

410, N-{m-Tolylietrahyd roisogqoinoline {3z

Following the general procedure, using Pdofalhyl0: (44 ma,
U1 mmoll, dividp (155 meg, 0044 nunol), 3 bromoloduene
120 ple MU pumol), tetrabydiolsoguinodone (188 gL, 12 mol),
and MaC-1-Bu | 144 ma. L5 mnol) in ageeous TRPGE-TS0M (25,
L0 mbLy fellowed by purification using column chromatograpiy
(5100 and heptane/ethyl acetare (901 73, yvielded 3g (orange oil,
155 mg, 0% vield ) and 8 (nrange solid, 236 ma 0% ),

A Componind 3g UR MR 00 M, GO0 256 T, 5, CHed,
300 (2H, L =58 He, CHy), 3,56 (20 L /=58 Hz, CHp), 441 (2H, 51
G568 [1H, d, j=74 Hzl 6.79-684 (2H. m}, 714-722 [5H, m% ¢
MMR (100 MHz, COCE) S 220, 292, 467, 31.0, 1124, 1181, 1137,
LA6T, T3R8, 1267, VARG, 12004, 1345, 1350, 130, 1504,

4002 3-d-Methvlphenyplp-d4-dhvdretsogquinsdin- 1 2H -ene
(8 "H NMR (400 MHz, COCl! & 235 (3H, s, CHi3, 304 (26, ¢,
J—fi4 Mz, CHal 398 (2H, 1, /=64 Hz, CH), 708 (1H, d, J=75 He, H
arom, M7 H, & ) AR He, H amnm |, TR0=720 (3H, m; H amm),
T UM 1 =78 Ha Hoavomn’, 738 (10D 1, 1=2.5 He W amom), 747
O, bl =75, Leb Pl L aromd, 806 C1H, del, J=707 1.4 He, Hoaom),
{M—H ' KESI') 2380 [M-+H | fcaled for CrgHighaoH 23817,

411, N-{m-Tolyljpyridin-3-amine (3h}"

Villowing: the geoeral procedure; usig, Pdzallyl el (44 g,
G0 mwll clciedp (155 mg, 00448 mmoel), S baomotoluene
(121 pL 10 mmol), 3-aminopeodine (113 mg, 1.2 mmel), and
Mafl--Eu | 144 mz, 1.5 mmnl) in agquenuas TPES-7R0O0M (25, 1,0 mL),
faliowed hy purificadon psing column chrc-matngra]:lhy 5 and
cycloh=anaiethyl acerate (871 ro 5:5], vielded 3 as g yellow solid
{160 g, 875 wleldy 'H NME (400 MHz, COCE) & 2300 (30, 8
5054 070 C1LH, bueosy, GH0 LEH, O, /=77 He), 654 6590 [ZH, m),
TAZ=720 | 2H, m), 738 [ 1H, ddd, [=1.53. 1.6, B3 Ha), B.13 [ 1H, dd,
J=13, 48 Hz] B30 (1H, d. J=26 Hz): BC MMR (104 MHz, CDOL )
213154, TR 1252 12901258, 125.6, 139, 140,71, 1404, 14321,
e aromaric peak was nor derected and i believed o ovarlan with
ety sipiials:

412, N-{m-Tolyljpyridin-Z-amine (3i)

z-trninnpyriding (112 mg, 12 mmol) and 3-hromotolesne
121 pl 10 mmat} were added to an aqueoss solution of TPGS
{22 1 mbl'moemol L Thie migture was deeassed by bobbling Argen i
Iliu.u.gti 15 minl PdaiallylizCly (44 me 0 mml ) 1E-||dp
{15.5 me. 1040 mmol), and Nal--Ry (144 mg, 1.5 mmnl) were
added rogerher to the previms snlution. The mixture was stirmed at
S000C (16 bl After 16 by a0 second set of Pdaallyl Ol (4.4 g,
QO] o] ) and cBradp | 15:5 nyg, i mmmod) wes added and e
g lure weds stirred as ingicated dn Talde 2 The releue way punfied
uzing column cheomasomraphy (5105 ) and ethyl acotencfoyclohok-
ane (1070w 5750, to ohrain 3i a5 abrown oil (120 mg, 65% vield ) "H
NI (00 I, TR 3 6 220 (R =) A —050 CTH, e 8], 56401 H,
fo B2 He) RB2—H54 Ui, m), A4—806 (2H, m) 223 (T, d,
=B He) 7A8 TAR (1H. w812 (TH =44 He) U MR
(100 MHz, CDCl ) F 215, 1082, 1150, 1175, 1261 1237 1290, 1376,
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TEL 1404, 1485, 15500 (M
fior Oyl NaHT TRSA078)

HYNES) TREI0E Y [M 7] (eated

413, N-{3-MethylphenyDpyrimidin-2-amine (37)

Fallwing thie semeral procedors, msing Mdalallyln Ol (4.4 mg,
011zl -:liridp (155 mg ho4d punol), 3 boomotol eie
VAT pl 10 el ) 2oamioopyeunidine (114 mg 12 mmal |, and
Na-D—.! Bu | 144 mg, L5 munol) in aqueous TRES-7300 (2%, L0 ml),
Lol Lry purilication using column chromategraphy [5i05) dnd
ethyl aretatein-heptane [ 13 vielded 3 as a white solid (17 mg, 9%
wleld HPLE oAty TH Nk (0 Mz, COCl) A A3 (EH, 5,
Lo St Al O e R =S - R Bt B | R B e
LIH, L_J_T-‘_S He), 7467 748.(2H.an), 829 (1H, 5}, 843 845 {24, d,
I=48Heh g MMES 100 MHe COCL) 8 217, 1123, 1AL 12008 1237,
1288, 1385, 1395, 1580, 1605, HRMS {M+H ' {ESL' | 1861027
[3-+H | (ealed for CyyHy NGH— 1861026,

414, 1-{m-Tolyl)- 1H-pyrrole |37

Follewing thie general procedure, msing PdalallinOs (44 ma,
O mumnt), cBridp (155 g, 044 mmol), 3-bmomatchiene
VI ke LU ol pyrnale (B2 pl, LE ahmoll aned Maddeb g
U4d g LA annal) in agueous TPES- 7500 [25 LU mil), followsd
Ly purification usieg column chromatograply (506 ) and etlyl ac-
ctate/cyelobickane (00 10 o 190, vielded 3 a5 a red oil (95 mig, GO
yieldl "H NMR (400 MHz, (TCI,) § 243 (3H, 5), 637 (2H. 1,
fr i T e T e et W e RS B e R L MV TN
P MM 1RO MIFE, U0 T & 24, T T 1193, 120, 1864,
1283, 1395, 14408,

475, 1-{m-Tokyl}-1H-indale {31}

lnglede (035 g 12 munad) sl b beomotoloeise (121 pl,
L0 mmol ) were aclded toomt agueous solution of TRCS (2% 1 mL/
mmol), The mixture was degassed by bubbling Argon in throogh
5 oming, MdzlaliylnCly (44 mE 000 mmol), cBridp (155 mg,
0044 mmind), and Mad-r-8u (1494 mg, L5 mmal} wens added to-
gethed to the previous selution, The puxoire was stilred a0 50 20
LHE L After 365 Iy PadallylaCls (4.4 mg 0808 ol ] and cBeicdp
1135 my, 0044 mmel ] were added and ey mikiere was stivied as
indicated in Tabli L The residoe was porified vsing column chp-
matography 50,0 and othyl acetate/oyclobexane (0010 o 2481, m
abtain 3 as colovless oil (TR0 mg, 8RS yield), 10 MM (00 MLz,
CUCHY 6235 (3HG 8] 658 [1H, 1 58 Haj R0e=232 09, m),
FAG-TA0 (1H, ), 758 761 (1H, m; By MR 10D MHz, CDC)
215, 1036, 1 10,6, 12003, 12 LL 12051223, 126.1, 127.3; 128.0, 1233,
1260, 1350, 1397, 139.8,

416, 1-(3-Methyiplienyt]-1H-indazole [ 3m)

Following the senceal procedure, wsing Pdalallvi O (4.4 me,
0011 mmall chridp (155 mg, 0044 mmel], 3-hromotoluene
21 gl 10 mmnl), indazele (142 mz 1.2 mmal), and WNaO-t-Bu
L1 g 15 ek i agqueous TGS 7500 (20, 140 mL, followed
by purilication wsiete cofunn chromatageaphy (S0 and CH:Clain-
lieptane (101 ), yislded 3oy o colordess off (28 mg 145 pield), W
WMR (00 MHz, COC1) § 2:48 (3H, 5), T18—7.27 (2H, m), 741—7A4T
(2H, ), 2537570 2H, m). T76-778 ( 1H. o, [=8.5 Hz), 7.80-7.83
Hd, -8 Jz) 8.2 [1H, &) Vi MMR S100 MBEE, T 6 RRS,
TUES TR, 1215, 114 V23 6, 125, 3, 1200, s, 13508, 155,28, T3RE,
13806 1401 HEMS (M—H'YESITY 2000077 [M4H | (talod for
CogHppMaH - 209.073),
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417, N-{a-Chlorophenylpyridin-3-amine (30}~

Followesng Uie gpeaeral procedune, vsig PoblallvbpCly (44 e,
GOl wneol), oBrdp (155 o, 0044 gmmod),  -baomo-4-
chioreberzene (121 pl, 1.0 mmmcl), 3-aminopyridine {142 mg,
1.2 mmal), and MNal--Pu { 144 me 1.5 mmel] in agooous TRGS-
S0 (2% 10 mlL followed by plirfication using column chrn-
mategraphy (50 and CHLClefn-heprans (171), weldad 3In o5
& cotoress ol { 156 e, 728 vield ), 'H NAR 400 Mz, CDCL) 6580
CIH, 51 703 (FH, o, J=88 He), 721725 [3H. mi 740 {1H, d,
J=80 My 815825 [1H br =), B36-B46 [ 1H. br s); “C MMR
D0 MHZ 005 31194, 1236, 1268, 124,5, 1403, 34007, 142.4; bwen
arommatic pealis were oot dececiad and we believed fo oveslap with
teathy sisnals,

418, tert-Butyl N-{fm-tolyl)carbamate (4a)"!

Following the general procedure, nsing Pdglallvi Ol (44 mg,
LT mmoll, clridp (155 me 0dd mmal], 3 bromotoluese
CUAT e VA e ), tert bupy carlsmate {129 0, L2 el aind
Ma-i-Bu [ 144 me 15 monod) o aquecus TPGS-750M (2%, L0 mL),
followeed by purification using column chromategraphy (3iCh and
heptane/ochyl acétate (955 to 812, yiclded 4a as a yellow =olid
DG g, 7 el TH B (4101 Mz, CO0L) [REaiR s 033
U s) B DVH, 81 BRSO -5 Hig), W08 [TH. - B2 Nzl 26
L, dd._r—fd-j.f.?.ll Hel TIH {50 s PR BOO MHz, CDCL a8 217,
285, 8005, 1128, 1193, 124.0, 1289, 128.4, 1301, 1528,

419, Renzyl m-tolylcarbamate [4b)*

Polgstng the geaeral procedure, using Pdslallvl =05 (44 me,
00011 mmol), cBridp (15.5 ma, 0044 mmol], 3-bromotstoene
VI pk, 10 mmell, benzyl carbamate |81 me, 1.2 mmel), and
Mall-t-Rau {144 me. 1.5 memal) in aquecos TRGS-7500 (2%, 1.0 mL),
fnllowad by purificarion using enlumn chramarography S5i0y) and
ethyl acetatefoyciohexane (28] vielded 4ab as an orangs oil
(15 g, GHE oehd ) MBI (300 Mie, CDC) S 2035 (90, 5] 50
2, 51, GE3 G0 LH, Brs) GO0 [1H, o, J=6.4 Hz), 717 728 (4H,
ml, TAR-T A4 (AH, m; 0 NAME 100 MHz, COCE ) A 215, 570, 1244,
1283, 1284, 12848, 1289, 1361, 1377, 1394, 1534 bwn praks-are
mizsing amd are Pelizved toooverfap nearhy s FIERS (MG HTHEST )
2420081 [MEH ] fudlid Tur CiaHppNOeH 24211751

4.20. N-[3-Methylphomd)benzamide (4c)™

Followving the genesal pRocedure, vsing Pdofalhed 0L (4.4 imag,
LAy mmal}, cReidp 0155 mg 044 mmaol], S-bromomluene
CERL L L0 anol ) bengamilde (193 mg. L ool ) dd Kald-d-Bu
D144 mg, L3 ol i agquesus TPGE7500 (2£, 1,0 L), vieldesd 4¢
a%a rrude product | 785 by SME L TH NMR (400 MHe, COC1 16 234
TAH, 51, BO5 (1 H, A, TE Ha) TAT(TH, A4, [ 76, 70 Hz), a0 1H, d,
178 Hz), TAI-T54 (4H, m), TEI-TES (3H, mi e NMR
100 Mz, COCH) 5285, 1105, 120,9, 1254, 1270, TA4.8, 1289, 11K,
1350, 1374, 1380, 165.7 10000 L

471, N-[3-Merhyiphenyl ithiophene-2-carbokamide (ad)™

Follotwing the zeneral prncedure, uslng Pdlallyl il 183 ing,
003 mmed], Bridp (155 mg, 0044 muoeol) 3-bomotsloese
V20 pl LD ool ), 2-Chiveybarmidie {152 g, L2 moosul), ol Ma0-
-Bu {144 mg, 1.5 mmol] in agueous TRGS-TH0M (25, 1.0 mk, fal-
lowed by purification using columin chromatosrapkby (50 and
et acertein-haprane [1/9] yielded 4d as o brownish oil [465 mg,
AT el HIPLE 11 87 THONME (300 MHz, OO0 6 428 D3, 5],
GAO-BH2 [1H, o, J=78 Hel 703705 (1H. dd, J=3.7 3.0 He),
TA5-FI9 [ 1H, £ J=7.8 Hz}, 737 739 (1H, &, {=7.8 Hz}, 745 [ 1H. =],
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HAT=149 [TH, A, f- 17, 5.0 W7} Aed—365 (1N, dd, (11, 3.7 HE),
A0 (T, 515 T MM {101 M, COCKY & 205, 1776, 1212, 1254,
1278 12806, 1288, 1308, 1376, 1388 1395, 1603; HEMS
[M+HIESE | 2180630 [M=H'] (caled  [ur  €aH) NOSH
ZIROG34L

422, [m-Tolyhpyrralidin-2-ane (4™

Fullowing the gendral procedure, usiog Bdulally] BCl 144 g,
0.1 mmol), cBadp (155 ma .04 mmaol. 3-bromagoluene
(121 pL, 1.0 mmol). pyrmofidin-2-one (85 pl, 12 mmaol). and Kad-
tHu {144 mg; 1.5 mmel) m agueaus TRGS-7a0M (25, 1.0 ml), fol-
tnweed by purification using colimn chromatsgranty |:'RED‘.] and
lepaneletly] acetete (812 (o 5150 vielded 4F a5 o yellow solid
[ 140 e S0 yield), "H NAMR (400 MHz COCl) 6 203 [2H, quint,
1=T8 Hz), 234 [3H, 5}, 258 {2H; ¢ =78 Hz}, 3.83 (2H, £ J=7.5 Hz),
B9 CTH, el - B0 H2), 723 (1H, 1, -840 Bz 735 (0 H, d. )R He),
TAZ (1H. 5 10 N8R {100 MH2, 0L 7 161, 216, 308, 4900, 117.2,
T8 254, LAsG, 158.7, 1083, 17400,

423, 1-(2-Hydroxyethytl-3-(m-tolyl imidazolidin-2-one (4x)

Follawing rhe general procedure, using Pyl allyl Ol (44 mg,
BT mmel), chiodp 155 g 044 aentoly Sbegmaluens
(121 ph 1 el 102 deecvethyliimed azolidin- 2-ooe
[ 156 me, 1.2 mmol), aud KaO-0-Bu | 144 mg, L5 ool ) e agueos
TPGS-7500 (2% 1.0 mL), follwwed by purification wsing cubumn
chromatogranhy [5i00 and etiyl aceeate, yiclded 4g as an orange
oil D180 mE. BT yieldn "HONMR 00 Bz CI0) & 236 G, <),
B 1 0 o e A R e 8 R Pl Pt A W S R T P
[TH, d,}= He)d, 722 (1R L, J=78 He), 728 731 (1, m), 738 [ 1H,
si HEMMR | E00 MHe CDCL) 6 217, 430, 432, 575, 613, 1147,
1184, 1235, 1286, 1386, M02; 1594; HREMS (M-H'YES1')
2008006 1T (caled for CoablzgBaCyHT 221,1284),

4.24. 1.3-Dimwlhyl-1-[3-methylphenyijurea (4h)

Following the general procodure, using Pdsfallyl BTl (4.4 mg,
T mmal), cBrdp (155 mg, .44 mmaol), 3-bromotohiene
(242 b, L0 mmedy, 1 %dimathyluees (88 mg, 10 mmal), and
Ma-r-Bu | 844 g, 1.5 oumel | i agueous TPOS-750M (25, 1.0 mb),
followed by purifcation wsing columie chitomatography {5909 ] and
n-heptanefethyl acetate 3)7 o ethyl acetate, yielded 4h as
a brawnish oil [ 115 mg, B35 yield ). HPLE it 205 TH KMR {300 MHz,
CTT0 4233 13H, 5), ZRRIIH, d, [0 48 Hrl, 42038, 5), .29 11H,
bsry, &84 (d, 2H, | T8 Hz), 207 d, 1H, )R He) 25 0 1,
J=706 Ha T AR (100 Mz COCK) 6 212, 47, A T e U
12820, 129.7, 1400, 1434, 1580; HRMS (M—H'{ESI') 79150
| M- | fealed for CigH g NzOH T 1790073,

425, 4-Methyl-N-(pyridin-3ypyridin-Z-amine (5a)

Following the venéral procedurs, using Palallyl b0 (44 my,
001 mmol) Brdp (155 me 0044 mmel), 2-chlomwpimoline
{11 ul, 10 mmal], 3-aminppyridine (113 mz 1.2 mmal ), and
Mali-r-Fa [ 144 mg, 1.5 mmol) in aguecus TIGS-250M (2%, 1.0 mL),
follewed By purifcation vsing column chivmarography {504k sl
eehyl acetate metanol 10/0 1o 90 10], yieldid Sa as o white solid
[ 180 g, 92% yleld) 'H MBME (400 MHe COCl) 4 229 (3H, o),
G.57-6.63 (2H, m), TO3—712 (1M, brs), 720 [ 1H, dd, =48 8.3 Hx),
T (IH, ddd. J= 1.2, 2.4, 83 He ) 805 (1H. d, J-5.9 Hz), 820 1H, d,
o2, 48 Hzh BAS CTH, 8, -0 Hay T MME {100 Mz, GG
e 212 N8B TR, T8 TR 13 TR 143,040 814900, 1355,
HEMS (M-H'YESL") 1861024 [J'Lll+ll'] (ralcd for Cpby Ny
1851025
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a26. Di{pyridin-3-yljamine (5h)*"

Followure the peeeral procedure, wsing Pd-fallyl 000 (4.4 e
008 el cBrudp (855 g, G044 mool), 3-cluoropyridime
(13 me, L0 mmal], 3-pyndinamine (113 mg L2 mmol), and
NaQ-&Bu | 144 mg, 1.5 mimaol) in aqueous TRGS-750M (25, 1.0 mL),
frdlowred by puirificarion nsing colummn chromatagraphy (50 and
eyl aretatefmethanol UKD W 911 wielded 5b as a whire solid
C1H0 g, S22 viedd ) TH NME {300 MEz, COCh ) 0 585 (1H, ), 720
CIH, A, J=4.6, 81 Hz), 741 (ZH, &, [=73 Hz) 820 [ZH, i J=4.4 Hz),
B30 [ZH, d, }=2.2 Hz}: YC MR [100 MHz, CDClL) 8 1215, 1227,
1375, 1389, 426

427, Nt Pyridin-3-yl)pyrazh -Z-amine (5e)°

Following the general procedure, wsing Posfallyl 20 (4.4 my,
Q001 menl), cBrido (155 mg, Y mmel], 2-chloropyrazine
(A9 gl 140 mmnl), 3-aminnpyridine {113 mg, 1.2 mmaol}, and Na-
Ckn (184 mgs 15 munal} in agueons TPGS T3 G2, 10 mL), fol
leweed Iy puiification usug cofuinn chimmatography (S50 and
cllpyl acetatemethanol 1070 w 900100, vielded 5¢ as a wihile selid
{130 mg, 3% vield: "H NMMR (400 MHz COCI! # 7.20 [1H, &)
TIE—733 (1H, m, B.0G [1H, 5), B17—833 (4H, m), 872 (1H, =) C
MM FT0D MMz, CDCLS § 124 1263, 1339, 1356, 1185, 1413,
L TR, 1518

428, 5-Phenyl-N-{pyridin-3-ylpyridazin-3-amine [5d)

Frilloawing the general procedurs, nsing Paaiallyl L0l (1.0 mg,
000y mmal), cbddo (38 me 0000 mmel),  Fchloms.
phenylpyridadne (48 nw, 025 ounel), peridianioe (28 me,
0.3 mmeol), and Mad--Bu (30 mg. 038 mumol) m agueeus TPGS-
T300 (2%, 1.0 mL), followed by porification using column ¢hro-
matagraphy {5021 and n-heptae ethylacetate 113t 111 yizlded
5d a5 2 pale yellnw solid (50 me, AOF ypialdl HPLC re U06: 'H MR
(00 RH2, DRSO-de) & 731 (10, <0 =18 Hay, 56282 (31, m,
AU S (AHL i, B45 (THL 6 (=505 Hed 854 (1H, dd, (=17
BT He), 927 926 (1H, « j=19 He ), 946 945 [1H, 4, /=17 Hz}
10,20 10,257 1 H, bars | S0 NME {100 MHz, DME0-d;) 5 113.0, 1359,
E27.5, 13000 13007, 13LE; 133.8, 1344, 1368, 1396, 1400, 144:9,
1503 HEMS (M HTHESET] 2490133 [MyHT] (calked v
CraHiabaH T 2451135 )

428, N-{Thiophen-3-yijpyridine-3-amine {5)

Frellowwing the general procedure; using Pdadallvl O D a3 me,
(L5 mmal), chridp (185 me kdd mmol), S<hramarhinphene
(94 pl, L0 vunol) 3 pycldinanmine | 113 g, 12 pool L and Nat-1
Bu (144 e, 1,5 mumel) i agueous TRES-750M (25, 1.0 ml;, Tol-
lewed by puritication using column chromatograpby (5i-C18) and
wearer TFA (OS5 methanal 90 0 5/6) yielded 5F as a yellow
snfid {105 mg, G0% yield L TH RMEA00 MHz, M35 210 (1H,
od, J= 15,50 Ha), 288 (1H, dd. =15, 3.0 He), 764 (11, dd, J=20,
5.0 He) 782 IH, dd, }=33,8.5 He), BO0{ IH, o, )=25 B7 Hel 825
CTHG d, J=53 Hz), 844 [1H, d. J=2.6 Hz), 949 (1H. 5} YC NMR
(100 MHz, D0MSD-as) 4 10900 1228, 1265, 12721274, 1277, 1311,
13840, 1435, HRMS (M H'JESIT 17704R0 (M H] caled for
CellgMaSH™ 17404515

430, 2-Chilure-5-methyl-N-{pyridin-3-yl jpyrimédin-4-amine
{Sg) and 5-cthyl-2-N4-N-bis(pyridin-3-yl)pyrimidine-2,4-
diamine, 2TFA {6)

Following the gensml procedure, wsing Pdalallyl Ol (185 i,
0es munol), cBodp (155 piE, 0044 mmol), Za-dicllore-5-
methylpyrimidioe | 163 mg, 10 mmol)y 3-pyridinamine (99 mg,

200

140 mmedy, and Katkr-Hu (144 mg 1.5 mmol) n agueous TGS
Aa0n 2 L ml), folléwed by puiification using fwa cobumn
clhrumatograploes voe (5000 and CH=Clfooetbanof @505 10 9175,
wielded Sg Jwhite sold, 33 g, 4% and {(5-CHE) and water-TFS
05% Ymethanol(9) ) to 0] 1), 6 {white solid, 169 mg, 435,

400 Compound S HPLE e a4 THONME (300 MUz €00k)
S CHH, 5 CHG L TE0=729 [TH, 44, | 4.8, 34 M7, LRO-FER [1H,
L5y, 790 (VEL &), B0 B3 010G dldd, =15, 2.5, 8.4 He), 821 822
UIH, dil j=15, 48 Hz), B62-863 [IH, d, }=Z5 Hz): “C NMR
{100 MHz COCl, 25 *C18 13,6, 113.7, 123.7,129.0, 1353, 2.7, 1448,
1566, 1580, 1601 HRRAS (W HO(FSEY) 2210586 M HY | fcaled
for CrpluCINL T 221 0SHEY,

4302 Compuund 6 (TFA soit] HPLC m 263 'H NMR (400 hH:,
DMS0-cl;) 4222 03H, 51, 776 - 782 (ZH.m, 815 IH, 5, 843 ( 1H, d,
J=aHE), 345 [1H 4, [-8.3 Hzl 853 (1H, dad, }- 1.3, 51 Hz), 855
(UH, d, J</5 Hel &105 (1H, d, (=21 Hzl, 919 (tH, d, [~24 Hz),
S-S {Th, b 83, 10035 —T04K ( 1HL b s), 15.40=13.55 020 br 57
L m C100 Bz, CDCS) & T8, 108G 1165 829 ) 1263,
T268, 1327 1332, 1348, 1360, 1361 1384 12068 13073, 13934,
154.), 1558, 15383 (g, /=35 Hz) 1505 HEMS [M+4H JESE)
27345 | M4 HT | fcaled for CiHgMgH 2790353)

431, N-[Z-Chloro-S-methylpyeimidin-g-yi)-4-
methexybenzamide (9a) andl N-{4-Ipdroxy-5-
methylpyrimidin-Z-yI}-2-methoxybenzamide | 10a)

Fallowing the general procedore, wsing. Pdaiallyfp O (2.4 mp,
GO mmol), cBridp (15,5 mg, idd nmol), d4-dichlom-5
eyl pyrimidine. (106 ol LD mool) 4-methoxybeizanide
181 mg, 12 mmal), and NaD--Bu | (44 mz, 1.5 mmmol ) in agqueous
TRCE-700M {25, 1.0 mL), lollowed by purificstion using columm
chrnmatagraphy £5i0: ) and echyl acetaee{oycinhexane (8020 10 10/
¥, yielded 9a and 10aas & mixrrore {ratin: G5/347 as awhite solid
CRAD g, BEreld T MR 00 Mz SO0 208 G2 5, RE
T2, 3 3BT DT ) 307 C1H, 80, 689 (07H, o, (=85 He ), 689 12N,
o, =80 i), 732 (03H, ), 753 107H, £, 787 (LI, d, =59 Hz),
T (0FH, o, J-A58 Hz), 798 (1H, =), B.55 [03H, s}, In OMSD-ds, the
i of the owo methyl groups bared by the pyrimidine cyele was 183
far Ga and 154 for W O NI 100 Mz, COR000 § 137, 853,
1133, U75, 1204, 1514 1380, 1616, 167.5, 1746, one peak ls
sty a5 believied Lo relax badly: HRMS (M—H" YESI" ) of Ba
169981 M+ | (caiod Tor CsHsCINGOMa | IGE9E8], amide was
hydrnlyzod during the analysis,

4352 N-tienzyl-2-chioro-5-methylpyrimidin-d-amine (9h)
and 2-[bemzylamino )-5-methylpyrimidin-2-ol { 10b)

Following the general procedure, wsing Pdgfallvl)Cls (4.4 mp,
11 mmal], chrdp (155 mg 044 mmol |, 24-dichinmg-5-
mettylpyrimidine (117 pl, L8 meied), hepzylamine: (109 al,
10 mmed ), and BKaoer-Bo (134 g, 1.5 mmol) i aquesis TRGS
FI0M (2% 10 mb), lelowed by ponfication wsing |Si-Ci8) dnd
waler—TEA (DL05E) mctkeanal{ 9 | e 01 jand, viclded b &5 a while
snflic {168 mg, 72% vickd | and 10b 35 2 whitesnlid (33 mg, 14% yiald),

Q327 Campoand @l T NME [0 MU, COCL 8 20T 090, 5)
479 48] (2H, L J=24 Hel, TIL T34 (5H, a0, TEO (LH, =),
A0 780G LIH, by s B0 MMR (100 Mz, COCh) 6 100 361, 114,
123, 12831285, 1355 1430, 15320, 1626, HEMS [M+-H J(ESD
2340791 [M+H | fcaled for CyHCINGH - 2340793

4322 Compound B8 TH NME (300 MHz, CDULY & 220 (3, 50,
470 474 (24, by w3, TET AT (SH. ), BAOG (1H, 51 986 952
ULH, brs), 1257 C1H, brsl; S0 RMR (100 MHz, COCS) 4 15.5, 45,6,
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(. aninm ar ol S eemedrin A (ST T 331

TIALL TIBA. 12801, 1269, 1361 1462 15061 HIRAMS (M HT Y ESE
216V [M 4] fealed for Gyt NyOIT 2162131,

4.33. ieri-Bulyl indoline-1-carboxylate (12)"

Fallowring the general procedure, wsing Pdalallel 1,015 (44 my,
T mmal ), cheidp (155 g 0044 mmind), ser-butyl K- 2-03-
hmaphenylsthyljcarbamare (300 mg, 10 mimal), and Kal-r-Hu
Ol g, 13 ol n agueous TPOSTS0M (2% 10 mL), followed
by purification wsing column chromatography (5104 and EfOACR-
heptane (1/9], yiclded 12 2= a yellow oil (185 mg, §4%5 HPLC ot
441} TH NMER (300 MHz, O30 61,57 (9H, 5), .00 (2H, ¢, [ 8.7 He),
104 (2H. 1 (=R el GEG (201, L= HE) FI0-TE (2 m),
757 H4 LTI, b s D0 MATR (100 MHz, COEL) 6 2T 285, 478,

B0 (B, 1147, 1200 1247 (be), 1274, 1309 {be), 149.0 (brl, 1526,
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Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

2.2.1. Développement d’un systéme catalytique universel pour la réaction de
Buchwald-Hartwig dans I'eau

Au vue des nombreuses limitations de ce systeme catalytique, nous avons poursuivi nos efforts dans
le développement d’un nouveau systéme catalytique i) applicable a un plus grand nombre de classes
d’amines et 2) permettant la mise en jeu de composés tres peu solubles . Dans cette optique, nous
avons utilisé une réaction modele mettant en jeu le 3-bromotoluene et le 4-méthoxybenzamide
(Schéma 37).

OMe
Source de Pd (1.1 mol%), Ligand (4.4 mol%) H
Base (1.5 equiv.)
'
Hia% el (2%), 50°C 0

Schéma 37. Réaction modeéle pour la mise au point de la réaction de Buchwald-Hartwig

Nous avons choisi de travailler au départ d’un dérivé d’amide, car cette classe d’amine est peu
efficace dans le systeme catalytique ([Pd(allyl)Cl],, c-BRIDP, t-BuONa) précédemment décrit par
Lipshutz (Rdts <30%, Schéma 36). Notre travail a consisté dans un premier temps a étudier I'impact
de 4 parameétres : la source de palladium, le ligand, la base et le surfactant. Nous avons ainsi pu

3 BoUFCEE e Fﬂ‘tﬂﬂ[ﬂﬂk\

"R. _
'1":{| ................ ‘ #
. . 10 llianda Jeples ;

I s i e gaomaga & Min
sinn L pabieepobiing

T, Molvedusysteme catalyigue;

[FdicimnamyliGi],, -EBuXPhos,
InprganigyeE et 2 oraaniauss — ki T

. ; _ i e
i' *Lu- /Tj’ b .\L:j/ua"-*v . L \[:.e?

L. e
B ERE T TIRE o 134
(e Lnrl [REL | Inr| LB
- T
U 3 as
o0 QL - ¢
A ot i -
Bz T E‘?“E"‘
Lfir) Lt |_="":|+l 1345

Figure 98. Optimisation et scope du nouveau systéme catalytique

“Utilisation de 5 equiv. de nucléophile et de TPGS-750-M (5%) ; b[Pd(cinnamyl)Cl]Z (2 mol%) et t-BuXPhos (8 mol%) ;
“Utilisation de 5 equiv. de nucléophile; d[Pd(cinnamyI)CI]z (5 mol%) et de TPGS-750-M (5%, concentration
0.5M) ; [Pd(cinnamyl)Cl], (2 mol%) ;/[Pd(cinnamyI)CI]z (5 mol%) ; ?Pd,(dba); (5 mol%) ; "3h 3 ta; nr = non réalisé ; les
résultats entre crochets correspondent aux rendements obtenus avec le systeme catalytique décrit par le Pr. Lipshutz.
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Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

mettre en lumiere un nouveau systeme catalytique composé de [(cinnamyl)PdCl], (1 mol%), de t-
BuXPhos (4.4 mol%) et de t-BuONa (1.5 equiv.) efficace dans le TPGS-750-M (2%) a 50 °C (Figure 98).
Ce systéme catalytique est universel puisque nous avons montré son efficacité 1) pour les amides
(aliphatiques et aromatiques), 2) les amines primaires aliphatiques et hétérocycliques, 3) les amines
secondaires cycliques ou acycliques, 4) les carbamates et 5) les dérivés d’anilines (Figure 98). Il est a
noter que sous nos conditions de réaction, aucune trace de double N-arylation n’a été observée avec
les amines aliphatiques primaires. De plus, ce systéeme est efficace au départ de dérivés hautement
insolubles puisque le produit de la N-arylation mettant en jeu la 3-chloro-6-phénylpyridazine a été
isolé avec un rendement de 81%.

La montée en échelle (de 1 mmol a 10 mmol), pour sa potentielle application industrielle, a été
effectuée de maniére quasi-quantitative sur la réaction modele (Schéma 38).

OMe
[redr aanty NS, (1.1 e %

Br 0 (HUNPT (4.4 1 5 H
OuCMia (1.5 ez a1 N
+ NH, =
TGS 730 M (2%),
50°C, 16h, carscrirzzen : 2M o
MeO
10 mmizlcs 12 mmzIs

Schéma 38. Montée en échelle de la réaction modeéle

Enfin, nous avons appliqué notre méthodologie pour synthétiser un bloqueur sélectif des NaV,g, un
dérivé de 5-aryl-2-furfuramide ayant prouvé son efficacité dans un modele de douleur
neuropathique. Pour se faire, 2 réactions métallocatalysées séquentielles ont été effectuées en
milieu micellaire (Suzuki-Miyaura et Buchwald-Hartwig, Schéma 39) et ainsi nous avons pu améliorer
de maniére significative I'impact environnemental®®® (Facteur E de 15 contre 205 pour la synthése de
la littérature).

Procede respectusun de 'emvirdnnement

CEPNE O] 1-Brd S{maliFh
a Poicl|cibspf) | [icnreamy Pl FEUEPhas I J-
Bro .G, {f T j {-FiLHT N
, TRGETIM Rt ‘W’Lﬂﬁﬂﬂ TPGETE0M 12wl m ..
GO°C, 160 00, 16N
r'|M||
"'l' l.
X=0H HOBLHH, EDCI
OMF
= N, - = 2h Rt global (%) Faateur E
pont Netreprocads 5 15
Procédé Abbott 54 Jas5
Procede Abbokt A EIPHBIH
e} POLl; | PPy CI'-\-L\,.';;:;-H"'I A 5-{Matl P hNH,
Hr‘__l,ﬁ Na,B0; HEL,
TR FroH, J"J{ GHyCH,
_
ThE, i
X-=0H PCGC DMF pal
GHZOly 2
=i

RO,

Schéma 39. Synthése du dérivé de 5-aryl-2-furfuramide 22
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Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

Pour finir, nous avons montré la possibilité de recycler le milieu micellaire. Pour ce faire, nous avons
choisi d’utiliser la réaction de couplage entre le 3-bromotoluéene et la 2-aminopyridine, nécessitant 5
mol% de palladium. Au 4°™ cycle, le produit désiré est isolé avec une efficacité de 76% (Figure 99).

Br HoinnarmyIPELL (5.0 |.|I'|'|.|::nl".'-f;~] u
IBuXPrics 44 malta), -
= BuCiNE (1.5 equiv | [
+ | =
= TPGS-750-M (2%), N =
N THHy S0°C, 16
g er JEMmE < BmE | Eme
g | £ 82% | 3 [
87% | . |
S cycle cycle g cycle cycle

Figure 99. Recyclage du milieu micellaire
L’ensemble de ce travail a fait I'objet d’une publication présenté dans I'article suivant :
t-BuXPhos : a highly efficient ligand for Buchwald-Hartwig coupling in water

Patrick Wagner, Maud Bollenbach, Christelle Doebelin, Frédéric Bihel, Jean-Jacques Bourguignon,

Christophe Salomé, Martine Schmitt
Green Chem. 2014, 16, 4170-4178.

Les annexes et la partie expérimentale sont disponibles respectivement en Annexe 2, page 257 et
dans la Partie expérimentale, page 441.

Figure 100. Mise au point d’un systéme catalytique universel pour la formation de la liaison C-N en milieu aqueux
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reacrinns sty as memthess, " Sozuki-Mimur, Heek,'" and
Sonngasitiza renctoms o be carried out onowacer.

Mo eeently, thoy have espapded the renge of spplicotinn
of surfactant-promaoted  ehemisery me Nespdation roactions
through the Hochweld-Hartwig reacnon'™" They demon
strated thir Takasapo's ¢RRIDE Mgmnd in eombinuton with
[lallyl}Pdel]s yenemes s highly cfficient camlveie Guem for
the Buchwald-Homwiy reacticn. Howsver, furcher studics
deponstreted that this eambric sseem his some dowbacles.
Whily CERIDT tisplaved high ylelds for sniling derisoeive. "
and modemte o goud vields for protecied ¥H gouaps (carks
s sulfomamides or ures)'™"™ o Plasedinted coupling
reaetiuny, it failed when other classes of  unioes were
etmploved. "™ For erample, we bove previowsly demonstred
it bensides ure mther poor sibstrates under Lipshutsy
conditions, leadiiy to only 28% comversion lo the presence of
Fbromeipluene: aleer 16 17 Mopeower, while  secondary
amlines were readily ensss-toupled n the presencs of ¢BRIGIE,
i pepetion was obsgrved with primary ailies [Seheie £,

Lnprovelnents in Buchwold-flonwis tenciiang bove relied
an the Increaged reactiviee and seabilig of the metal coralyst
Hsing more eifective Hgnnds ™ Despite significant mesepel)
elfares, o single cialyse sestem that can couple a oo onge
af amines and smides with argl- or heteroaryl halides s
ke, ‘This led us ta explom orher reaction conditions n
ardder i broaden fhe seape of (e e lmali-1iarmeip eaciog

hty Al = e Moty o by e
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Schems 1 Gcope of the Suchwald-Hartwia =action in water wsing
Tl {PACLL cBRIDF a5 the' catalytic swstam.

unler micellnn eonditions. Hesein, we present o full iepeet el o
ramls awiem thar ollews the coss-ooupling . of el amd
heteranny] halides to o Targe set of amines, including. primary
andl seenndaye smines, oyl and  halemrvinimines, amides,
ureas, and asaheteracyelas:

Results and discussion

In pur imitial sereening experitients, J-hromomboene 1 and
aamerhimyhoneamide 2 were gsed a3 the promcypicnl subaraes
w1 eatablish the mosn suicablo resenon conditions: | Fig. 1) for
nur pew catalyst aystery, We ehose an amide s gubsteate
beease this funetonal group was found o he poarly reaetive
under previouasly reported eomdicions, In che firse step, uking
nn o pguecss enlution of TIMGETI0M |2 we|, »oRer of tiftoen
figands were cvluated in comblaation with [[alll [P in
the presonce of RadeHn at 51 20, The use of Tshasapo's
CBRIDE fipund e shooe 20% of the desirod amide 3b (Fog 1,
bar Lol In compunson, che less balky Cp-cBIRIDD was much
lisss etive s no reacton wak gbsered [bar L ).

Replacemene of the cBRIDD by Juhophos showed  wealo
vrupling accivity as onby 12% of the eepeited Namduced eom
pound was obtained |bar L], As previpusly, observed, replaee
e of the & Bu group of the phospiine witl eyelohesane was
vumplitely metticlent (eompane baes Ly with Ls, Ly wich By and
Ly with L On corparing [obmPhes-rebated Deands (bars Ly
to Logl, it way clear chit the degree of substioudon oo the
vrtfioe phetiylbeneeny plavs wn bmporene pole i die caialyde
pubdvicy 0f the Brand. The wee ol SBuPlcs lod w 65%. uf 3b
after 2 Boand §3%alter 10 I [bar Lx) The presence of e S
methyl group in tetro methylcBuXPhos led woa less active
lhgaind fonly S0% Of ponveision alter 16 by bae L), A combi-
nation of electioiedonaiingg [OMe) amd sterically Tindeped
grolps (P 0 FBuBretiPhos afonded the mest aclive ligand
(450 of comwersion, tar Lol When Cfuliiet Phos was eplaced
Iy Admes Phos™ e isolated yiell doopped Trom 854 10 73%
[Bars Ly and Ly}, With the herobisry manophosphine
lgand wippyPhes,™ anly 339% of the desived product was
ahtained (bar Lyde Moo meactlon occoreed with the use of
mised ®, N daner ligand Mor althes™ (har 1) iidentare
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phisphine liggndy (-BuXantphon, e L) or foormeene based
lgandy including: JosiPlos™ or QPhos™ were found 0 be
totally incfficient |bars Ly and Lo, ) Sinee thone sas oot much
difference in puteney between ¢ BuBrealfhos and oBuXphos
{eumpare burs Lo and Lo, we chose oo oee the cheeper
tBuNPhos fur our reaction,

[ the Buchweld Hartwiy meaction, the chowe of the base
cur shrnifivintly influense the eficleny of the coapllng '

Ao corimon inoernic bases, COH in the presetce of
the vatalvtie syatein |Bdiullvl ] ] and cBuXPhos sppeured o
be shiglitly mors eMective [35%, bar 3, Figo 2) than Naie-Bu
FE2, bur 1), while KOH, Na0H and K POy gave shightly lewer
vielels (hurs 5, 6 el 0, Mineral bases such s Qa004 gl CsF
lisd tw poor vlelds [Buis 2 und 4], o8 well as the use 0F orgiinid
Dases suclias DARCO and DL (bars 7 and 8).

Finally, s badel studdy on the denctivily of sevetal peadily-meall-
able 2 cotaleits was eortled ol As Shown [n Tuble 1, wheb
Belic], on Fedloac] wese used in assacioton with -BuXPhes o
the presence of RadeT, mo cmee of the prodiuct was obsered
even alter 16 jeniries | and 2. BLdbak b the sam reae-
fivtiy g [fallvl e | (s and 43% vield, respectively, entries
4 amed 31 [l iBd ol was T o e the Best caralsi
e this reaerion (42 % yield, paere ) surprisimgly, replacement
of Mat-lh by Cs0h | bed foa bower coupling ag only 7Th% of 3h
fenrry B wns abeerved.

tased on all of these resls, A enmbination of [[cinna-
mwl i) (12 modta ), emuXPhos (6.4 mol) and Made-ti
{05 eruiv,) war selected gs the cocshat spstom (Mechod a) of
chnict. I officacy In facilieating Buchmld-Harmwiy coupling
between: g broad sec of amines or anvdded and gyl colpling
peErTnors was ovalunted.

A et of diverse arides was firse 1mmr.11';.;,1tr_-d amil the mesules
are ghamen in Table 2 Yields are compared with those obtained
using [[allvl Pl GeBRIDE mptem (Method bl Our inidal
atrempe. of reacting benmmide  derbatves with S-hmomo
teshuene, under previgus conditions (Method b, sforded the
wormesponding Noarvibemzamide 38 and 3b, albeic in low yield
ea0%e) Interestivivly, under our new conditions (Method &),
all amides pave mood conversion exeepe for the highly soluble
avetwmide (entry A, epd 3d]. However, o higher vield of 4%
wins nbtaled when an swess (5 egquiv.) of seeamide was used,
The mactivn was stll elficient with beogumide  dervadives
heving either elecoroswithd rawing (encne 3, epd 3¢) or e
trotdonstiog groups (eotries 2 oand 8, copds 3b awl 6).
Addithonelly, under our optinlzed condithens, we were ubibe t
couple 3bromotolueme wiil the SN-Qlmethyl drea derivative
lentny 3y wpd 3y TR The ssime eaction was previcusly
atbeimpted In Method b but no reaction was obsered. o e
case of arylbomides, elediren-dongig |eotres 6 and 8, cpds
4omd 6] ar swilhdmwing substiluents (enty 7, opd 31 o e
aromalie ring did nol impair te reaction, ond even wicls the
il 2-hormoanisole, e reeton procesded eificlently feniy
O el 47 B3 Isalaned vield L.

Menel, we testod the effleacy of this catalyiio syster wirl Tiet-
eroaromatie halides sueh as d-bromapyridine or Fbromapyri-
mirine, e reaction with bessammide, (eniye ) piperidyl

Crzn Choam 2014 18 a1t 0e 4171
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Fig. 1 mnpact af various igands on the eMiciency of the and amidation resction i TPGS-FEM. “Rescton conditdens: [aily)Pdcis (LL molsl
Ligand {4.4 mal¥|, MaDi-Bu (L5 equiv |, TPES-750-M 12 wit], 3-bromotolueses (L equi), d-mmethogyienzamide 12 eguiy, ), 50 °C, 16k, Miderage
el ol 2 rund “Yiedds ware deterrmines by HPLOILY using caffeine as en internal standard

carboxamide (entry 1) and feer-bord eathamate (ehreee 1]
e the eampoimds 7, 7h and Hin gond yields (7%, Aoy
and FFO respectivell moall enses, these yields wene sl
bigher than fhose reporied M the fiteraturet? {Lmipard
i rthe [lallpliedciseskiy spsrem, the [[elnnamy! [P ],
f-HuxPhas sstom prowtded much hetrer efficacy wich all the
tostod mabwrrates,

fineouraged by these suecessful wsults, we cstimded the
seope of nur eatalyst system 1o primany and seeondary aliphatie
wmings. Phe spsnlts are shown o Tabde . e oo initial stodies

AL | e Ui 20102 | F

207

wirh el as lgand in eombinatien awith [[alld pedel],
iMerhod b, ne appreciahle  maccinn was ohserved  with
primaty alipharie amines, In eonmar, i oot defight, wich our
new eaealytic awstmm | Mathiog a), cho eaerion warkod s well
wirh aryl {enrmies =50 and heseraaryd halides (entmies li=10)
and the eormesponding enupled . products wene shmined in
BI=UHOE danlitid viclds, Reactions ol lnesr priman amines
oceurred o bigh vickds {=#00%,; cotrics -4, 8=4) and oaon high
eonversiom was ohtained with the poarly soluhle pyridarine
fenery 1, epd B3L Hawever, fnche lartor case, o higher ecacabst

wah el S This Bl Seetebd’ Gl el o0
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Figi2  Impict of boses oo pmination in TRPGE-750-M (2 wik) "Senctian
canditans HelnmenptiPdCls L1 meksh FBuEPhes 499 moli),
Baze 115 oquivi 3-bromotcluone (1 ogui ), 4-methoaybonzamide
LT equi), TRGS-TE0-M 02 wi%), 50 'C, 16 b "iyacage wiald of 3 rups,
Fids weere detepmined by HPLCAJY using: calfeine as an Intemal
standard -

Tabla 1 Impact of Po cataysts or arendton im TRGS 7500 M 32wt
- IV
T soiabgnt (11 smid B ] “
[ e ""1‘ ANt & et Lt A e M
DRI ol I 5
T/ wigr” SCEEL {1 Gai | ‘-‘-r' .
TEFE D B (2 0,
1 e = ‘i
Emitry atlst ‘Hase yicld 4 (]
1 Pl WalH-Flu 1t
1 pivae NAE-E nr
3 [l | Leedic ], Hof K K
i 141 | dbal, Hatw-tu [T
5 [CHRTRETHRT e i Muk=Nu %1
B |Cinnamy ]St L T

" egrton conditions. eonalyst |11 mol. fBoxPhos (44 malis)
hiaid-Hu {15 equiv.g, TR T30-M 12 witi], Hrromoddiens (1 cguiv.),
i methoyhonzamide | L2 egoiv), a0 =Y 16 b, " Sermie vicld of 2 om

“wuclds wiere deterinined by HPLOUY wsing cafiving a2 an intcrmal

stitndarel. pevtion condiricrs catbpe (80 meli, C e Phos
Pt ol MadkeBo | LE aquiv ), TGOS 7500 12 wilsi], AcBe (L equave)
demmerhoybermarmide: |12 enquiv, | B2 201,

nading {5 moi%h) with TRGETS0M |5 with, 115 M sishstiare
CANECNITALINN | Wea Tegquired (H2%, ienlated vield |

‘e aeric hindmnee of our camlrie sysem did not mfo-
enen the meaction of hulky o-hranched primary anvnes as illus-
traced fram the crosa eoupling reaction with eyololomotami ne
which resubred in 729 inolared vicld (enow 4, cped ud) In
pdditiem, the equpling of -hromomluene with  enanco
enriched cephenechvlamine (99%, o) gave the  A-mrylated
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produes 9e in #1 % yield with the retenon of configumriom
feneny &, g = =317, ¢ = 0685

fn wddition o che remarkable reactiite of our estabast
systemm, no diarylation prodacts were ihserved o mest of che
examples wieepr with the loghly werer soluble butylamime
fenery & opd Be) whier: b osmoll smount of the dinmheion
product [10%) wes jsolemd, However, i the presence of an
exvehs of butylamine (5 eguiv, | the monoaneliesd compound
Oe was obtedned yuamtitatavely (969 solated vield, eneey 30
When wi acvl for heteriand ] dog beacdog both ellorioe amd
bremmitne ateas wes used s the substmte, oo, peaction vy
ulmened at the dhlorime she (entry 7, Table 2 aml entey 9,
Talale 3] revealing the chemusslectivite of this calalvb svatein
el b gher load,

arvelic wnd eyolic seconduny wmives [enties 6 and 7, cods
Aok auened A0k also wive g vields under vur catalysl satein,
Haowower, 1l 1o be soted (hin the Madaton eeadtion witl
these closses of amines have leo Teeen efficienty carrled vul
with the Nirsl catnlytie sysiem [Method 1),

T further explore aue mechodalogy, we attempted leactiong
with aromatic amines, The weaults are surmarzed inhihle 4.
The braad seape of the obsernved reactivite is exemplified hy
the fagr thar etk aryl pmines (enrries & and 7) and heremnryl
arvines (enrries =4 eowld be emss-conpled In modenate (o
grened yiehds,

Hoswenver, while keeping &ll arhor pammerors consiant, a
higher leading of [(einmamyl Pde ], camabes (5 molt) was
required, fo furmish 14 and 15 in satisfactory yiclds {eniries 1
and 3. For insfance, starting from Zeaminnpyrnsidine, ondy
it of the eorresponding Nearvlpted  smimopyrimidine
product 15 was obmined under che sonderd  eondition
{eniry 2] In the presenee of [[eirmamyl AL (8 miol®|, the
expeeted ehmpotnd 15 wag oboined fn g2 ricld, Under the
same reactiom conditons {[Teinnunwl [PAOE, eatabae (5 molt),
rhuXPhos (44 mol%)| the cross-conpling reocoen of
Aeaminupmidasine with Abromaornloene mve the expected
produee (16, entry 31 wich ooly 14% of comvension. By meneas
img bgand oo 1:2 mto (Pd/L) 16 was oboained in 75%
vield, Compared oo the firse catalvtic syscem (Method b)) our
new opthmized conditivne provlded o better comersion in
all the cases. As previvosly ceported for proimene aliphoede
amurees [Table 4), oo dioeelation produet s detected Dy
HI'LC.

W alae evaluated the teleranee of die resction towend ester
proups, whicly was well degnodistraced with the swetlesis of
comtpounds 20 und 21 (eaires T wnd 8] Floally, as shown i
Table 4, the wminetion process was suceessfully. ospplied: o
Livcole apsd) pglgole (eileies 4 o 5, cpde 17wl 18}, tdole
afforded e nrget S-acdation product 17 0 B7% isolated
yield, white with indasole cnly 14% of e espected produost
wits  obiained,  Mowser, this reaction  perfommed  begier
with Pelylallaly ns Dhe samlvsd with 865% lsalabed yvield (enoy 5,
cped THLTT

To demonstesie the efflcosy of our calolyst system and
therely its patential industrial application as o “green pmesss”,
the resctinn was aftempeed on s multgeam seale. Ihe Eaetion

Cogen (s 2l 400l 417F
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Table'2 Expanded wwope of amidation with aryl thetermang ibromides
MH; ethi] & R
R4 ' Br—f'l/;; & "h\r@\
s nh i
Mordhnd |
R
ields i)
Entry Amide Br-AT Product Cpd men Mothiod a Mothyd B
1 1l ™ 0 1 ia uy iy
| MK, £l : ot
2 1 I il vl i ax 15
L T :1
[TFES Mo
1 7 e | b 2 =
™
|
Pl — H
4 b) [ 2 T 3d o, st .
L A th
[4 f | ? | e i 1.
W o O
h 1 | f | i HH -
| L v | WY
iy T
| 1 e il ] 5 M
| HHs i . N
| 1
k. r: | w1 | ‘In'l Iy Su
M. ; g 0
5 Bk . -
"
g 7 i 2 h a S0f, 75 =
| M 1 ‘- { H
=] H 2 T | A3
11 kg ok ol _nll 7h Sy A%
it
11 b1 il T e ] g s 't
o L 1Y a5 M " ;1 i1

Methised it Reserive comrlivmn: fllnrl,lnly]]l‘ll[ﬁ]_ 102 mmedSa), sRaXPhon |42 moal¥g, Mels-Ho (15 sgah ). Rl"f[iN'I-I‘ 1.2 airie |, Ar|Hei]Re
| Eegpb | TS TS0-M (2wl 50 40, Is b Method By Weoctdon conditlons; Ballyitdelly (L mol ), BN 1 ml ), el B | LS oo |

REONH (1.2 dguivsd, ATHetD (1 egulv.), TPGS-F30-0 (2 with) 50 76 16 b “vields oler o solated, chimmatogiagplocatly, pueifiod sateials
" Unpehiished pmduen were fully chimenerized Sy b6 end Hibs déta, " deserion conditions: Geinmmmyl e | (3 mol, 0 Bohos | malis),
PECN=Ehan {10 e THLCOMNE (5 e ), TRGS-T00M 0wt a0 by © Resction sonlicions: et ROC] ] (2 ol s Tt hs (4.4 maslts),
Mathr a1 (1.5 anquiv, L feaction eopditions: (innamyl | ]S (2 molis), f Bo XMoo (E mol | Mae B | 13 oguiv, | mr oo neetion,

with 10 mimol of: Idmomoteluene and 4-methosybenzimide
N THSTRAM (E with, @ M sabstrate eoncenmarion) e
quantitative yield under our conditions [Schame 1),

Wi qilso applisd our methadology inoo thiee-atep synthosis
nf Sanel-a-furfurnmide 22, o potent snd sclective blocker of the
Mavyy sediom channel, which has prived s officacy in
madels af nempathic and fnfammatory pain,

418 | Toeay ey 200 3E A =10

209

Barling fom an ensily pailable S-beeme-2-furfuminide 24,
fen ronseotive paliadiom-atahsesd Teactions wero earrled our in
acuienuy T HETARM s illuamted n dehome 4 A Sumki-p i
eries-coupling reaction of amide 24 with fehloro-phenylboronic
acid m tho presomee of POl (dohpt] catalyss lod o the cormes
pending Faryl furfommide 25, Afrer dsnlation, o subsequent
Puchwald=| tarmwig feaction proviced the fargeted produet 22
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Table 3  Expander wcope of amination with aliphatic amines
.\I Mozhea o
RNHA E:—(-';’ - Ran (.o._.-‘\
Ha/ ¥ Fiet
Rhédinnd i .
#-13
wrelds )
Entey Amide HE-AT I'roduct Cpd oo, sethod o tcthed b
1 [ 1 i 18 Al
L 8
I | "y | [ 4 il 95 TLL
™ - Bl
i b - % e T L
v f
4 | | g "l " 8=
=y w H
5 | | [k g LY e
Hsy e »
b it | (I ks i s
B -
7 g o [l 1y A wl
1.0
[ | W [ IZ. Lk g .,
cre How
i i ey . LI|: i i i
= (T
i
1 ! L G e i3 izf o
e 7] uin
i
Methcl s Beactant siriditnn [il.'lrl1'\-i||1|}'| IPLI{"J'-J 11 vl e, -TaaRPE ey (4.4 ebieslBe, Walh-Ba 1.0 el ) A HeCiE r.i;ljh-'.l., RNH'H'

[h2equiv ), TRGE-TE0-M 2 with], 5 50, 16 b Methed b eaction conditions: [(ally]lP2C]], (Ll mvolta]; cBIRIDE [4od molh], Baot-Bu (L5 equiy |,
Ar|Het Hr (1 egprive), RMHBY (122 eauaivg ) TPOS 75000 [0 wetg ], 50000, 16 b Ylelds mefer 10 dnetlntedl, ohromstirmpbicndly’ poritied materals

i mpubllshod prodoets were fully charseterized be X008 and M dace, ' Fommatien of the dianduson sdd
o b [felrmmsl TPACT], 122 ol cTaXPhos (44 sl ST (1.5 equiv). / Resa i-:.‘:l' canitlidgany

et [l MEE

VLA melie), MaOv B L5 squiv. |, LGS 7500 73 with, 0FM substrare concentration ). mr. 0o reaction.

i AH% yield over thiee steps, The overall vield of o een-
friendly green prosechine ia i~.m11.|)n mhle 1o the reparted vield of
AbBnt procesa’ (485 v =300,

I guantify the —gmeen-ness” of aur earalyst system, we-ealo-
ared ihe envienmmental (1) faetnr and aram eeanomy ' ol
nir mweein. These am twio green chemdisity metrios that
measure the efficioncy in a chemical process when o green
chemismy imprevement has been made e the pooess, 'The
E-factnr quantifins the mass mtio of organic mactan s and sol-
vents uscd a produes the final enmpommd. The Efactor for
frre synEhetic ppthvway was 13 (08 for sreps 1 oand 2, and 2 for
seep i, solvents weed for purificadom were noe maken inm
seeonmt), which s o significant imprevemont ogeer the B-facmT
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i the Albot) campany process |205 and 467 Tar steps | anil
Aand 113 for step 30

Atom veonomy & another imparmant factor widely used o
evalnate the “green-ness™ of chemienl rranetormariens. Hnder
miepllar edndirions, caleuladion of the percentage of atem
econamy gave & valie of 38 compare o 0% for the Ahhart
aompany [ocess.Vhese resnlts showe rhat the now efficient,
eatalyrie ssom, oprimized for the s-omvladon of amide deriva-
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2.2.2. Application : préparation des dérivés de N-aryl 3-aminooxétanes

En collaboration avec I'entreprise Spirochem de Ziirich (spin-off du groupe d’Erick Carreira a I'ETH,
Zirich), nous avons appliqué ce nouveau systeme catalytique ([(cinnamyl)PdCl],), t-BuXPhos , t-
BuONa) a la réaction de N-arylation des 3-aminooxétanes. Ces dérivés d’oxétanamines sont des
buildings blocks a forte valeur ajoutée particulierement intéressants pour [lindustrie
pharmaceutique. Le fragment oxétane se retrouve dans quelques produits naturels comme le Taxol®,
la Mitrephorone A ou I'Oxétanocine A, composés qui ont montrés des propriétés médicinales
intéressantes (Figure 101). A titre d’illustration, le Taxol® est utilisé en chimiothérapie; la
Mitrephorone A est cytotoxique pour une variété de lignées cellulaires cancéreuses, et enfin
I’Oxétanocine A est utilisée dans le traitement du VIH.

0,
>—O O OH

N NH,
OH (/
N\Z/—\<N
., N_-—-J
H H
)— HO
° g

Taxol® Mitrephorons A Oxetanocin A
Anticencaraux Cytortay e and-viH

HO

6 o

\Illlu

Figure 101. Exemples de molécules naturelles contenant un oxétane.

L'utilisation du motif oxétane en chimie médicinale a connu ces dix dernieres années un intérét
croissant et ce fragment structural est depuis considéré comme un chassis moléculaire privilégié par
les pharmacochimistes. Ce fragment oxétane se retrouve aujourd’hui dans la littérature des brevets
du fait 1) de la nouveauté structurale, 2) de I'amélioration des propriétés physicochimiques
(solubilité, basicité, lipophilie) et pharmacocinétique (stabilité métabolique). En particulier, les
oxétanes se sont révélés étre des bioisosteres appropriés pour les groupes gem-diméthyles et les
groupes carbonyles (Figure 102).

o) o)

Q H30\<CH3 Q o)
RS R, R1)j\ Rz

RS R,

Q

Figure 102. Oxétanes comme bioisostéres des fragments gem-diméthyles et carbonyles.

Cependant, aucun représentant N-aryloxétane n’est connu a I’heure actuelle dans la littérature. Ceci
peut étre expliqué par le fait que ces nucléophiles sont peu efficaces dans les conditions de
Buchwald-Hartwig classiques (Tableau 26, entrées 1 a 7). Au départ du 3-bromotoluéne, I'action de
I’oxétamine conduit au dérivé N-arylé avec des rendements médiocres (inférieurs a 15%) et ceci
quelle que soit la nature du catalyseur au palladium, du ligand et du solvant. Ces résultats négatifs
nous ont encouragés a utiliser notre systeme catalytique ([(cinnamyl)PdCl], (5 mol%), t-BuXPhos (10
mol%), t-BuONa) développé précédemment en conditions micellaires. Au départ du 3-bromotoluéne
et de 3-amino-3-phenyl oxétane dans le TPGS-750-M 2% et a 50°C, le dérivé N-arylé a été isolé avec

un rendement de 30% (Tableau 26, entrée 8). Sous les mémes conditions, mais avec du TPGS-750-M
214
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5%, la réaction est plus efficace avec un rendement de 88% (entrée 9). Le remplacement du t-
BuXPhos par le BippyPhos®** comme ligand a permis d’obtenir le produit souhaité avec un
rendement quantitatif tout en utilisant une plus faible charge en ligand (Tableau 26, entrée 9). Au
vue de la grande différence de prix entre les 2 ligands (170€/g pour le t-BuXPhos et 266€/g pour le
BippyPhos), nous avons utilisé le BippyPhos lorsque la réaction avec le t-BuXPhos n’était pas
satisfaisante (Rdt < 50%). Il est cependant a noter que notre systeme catalytique mis au point dans le
milieu micellaire fonctionne dans le toluene a 50°C en remplacant le t-BuXPhos par le BippyPhos

(entrée 11). Nous avons cependant privilégié les réactions dans I'eau.

Br

Source de Pd (1.11ra"#J. Ligand (4.4 mol%) H
+ Base (1.5 équiv.) -
HoN Solvant, T°C, temps (h)
.HCI 0
1 équiv. 1.2 équiv.
Entrée Catalyseur Ligand Base Solvant Température Temps Rdt
(mol%) (n mol%) (3 equiv.) (°C, Text) (h) (%)

1 PdCl,(dppf) (5) / tBuONa Dioxane 110 16 0
2 PdCl,(dppf) (5) / tBuONa Toluene 120 16 traces
3 Pd(OAc), (10) BINAP (10) tBuONa Dioxane 110 16 traces
4 Pd(OAc), (10) XantPhos (15) Cs,CO4 Dioxane 110 16 11
5 [(Cinnamyl)PdCl], (5) MorDalPhos (10) tBuONa Eau 120 16 traces
6 Pd,(dba); (5) BINAP (10) tBuONa Toluéne 90 16 14
7 Pd,(dba); (5) (o-Tol)sP (5) tBuONa Toluéne 120 16 traces
8 [(Cinnamyl)PdCl], (5) t-BuXPhos (10) tBuONa TPGS 2% 50 3 30
9 [(Cinnamyl)PdCl], (5) t-BuXPhos (10) tBuONa TPGS 5% 50 3 88
10 [(Cinnamyl)PdCl], (5) BippyPhos (4.4) tBuONa TPGS 5% 50 16 100
11 [(Cinnamyl)PdCl], (5) BippyPhos (4.4) tBuONa Toluéne 50 16 100

Tableau 26. Optimisation du systéme catalytique pour la N-arylation de 3-amino-3-phényl-oxétane

Nous avons dans un premier temps évalué cette méthode au départ de la 3-phényl 3-amino oxétane
et d’aryles/hétéroaryles bromés variés et ceci afin de déterminer le champ d’application et les
limitations de cette réaction (Figure 103). Nous avons en particulier montré I'importance d’utiliser le
BippyPhos 1) en présence d’'un groupement électrodonneur (OMe) en position ortho ou para de
notre bromure d’aryle, 2) en présence d’'un groupement électroattracteur (CN, COMe, SO,Me) en
position para, ou au départ 3) d’un hétérocycle bromé. Cependant, le BippyPhos a montré ses
limites : aucune réaction n’a été observée au départ de la 2 bromopyridine ou d’héterocycles bromés
riches en éléctrons (benzofuranne et indole), et ce méme dans le milieu micellaire et le toluéne a 50
°C.
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Figure 103. Scope des bromures d’aryles et hétéroaryles en utilisant le t-BuXPhos ou le BippyPhos comme ligand

*Réaction réalisée dans le toluene a 50 °C.

Par la suite nous avons fait varier la nature des oxétanes fournis par Spirochem. Nous avons choisi le
3-bromoanisole comme partenaire aryle bromé de référence. Les résultats des expériences réalisées
sont reportés dans la Figure 104. Cette réaction est efficace lorsque I'aminooxétane porte un reste
alkyle, vinyle, et méme alcyne. Contrairement aux résultats obtenus précédemment au départ des
aryles bromés substitués, la présence de substituants accepteur ou donneur sur I'aromatique de
I’oxétane ont moins d’influence sur la réaction de N-arylation. Les produits de couplage sont obtenus
avec des rendements compris entre 42% et 90% En particulier, en présence du dérivé 3,4-
diméthoxylé, le dérivé N-arylé a été isolé avec un rendement de 90% a l'aide du t-BuXPhos. Par
contre, la mise en jeu du dérivé 2,6-dichlorobenzyle a été moins efficace avec un rendement de 42%.
Le remplacement du t-BuXPhos par le BippyPhos a permis de préparer le composé souhaité avec un
rendement de 85%. La présence d’hétérocycles (2-thiazole, 3-pyridine) sur I'aminooxétane a
nécessité [|'utilisation du BippyPhos. Cependant aucune réaction n’a été observée lorsque
I'aminooxétane est substitué par une 2-pyridine et ceci méme en présence du BippyPhos.
Finalement, nous avons appliqué la réaction au départ d’'aminooxétanes secondaires. Au départ de la
N-benzyl oxétanamine la réaction est satisfaisante (76%, t-BuXPhos). Lorsqu’on encombre le systeme
en introduisant en position 3 de I'oxétanamine un reste phényle, aucune réaction n’est observée, et
ce, méme en présence de BippyPhos.
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Figure 104. Scope d’oxetanylamine en utilisant le t-BuXPhos ou le BippyPhos comme ligand

Enfin, les dérivés spiro aminooxétanes sont de bons partenaires pour cette réaction. Avec
I’azaspiroheptane nous avons isolé le dérivé N-arylé avec un rendement de 91% en présence de t-
BuXPhos. La mise en jeu de 'homologue supérieur a nécessité I'utilisation du BippyPhos pour obtenir
un rendement similaire (Figure 104).

Dans une derniere partie de ce travail, nous avons mis a profit cette méthode de N-arylation pour
réaliser une réaction intramoléculaire au départ de composés bromés. Nous avons ainsi préparé avec
succes de nouveaux building block comme illustré dans le Schéma 40.

O, lierra=rehFALI, (5.0 mol%),
t-BuXPhos (10.0 mol%), o
o t-BuONa (3.0 equiv.)
NH,.HCI Fidd /a0 M (5%), N
50°C, 16h H 0
Br

Pis /0 M (5%),
50°C, 16h

lirria=rehFdull; (5.0 mol%),
H t-BuXPhos (10.0 mol%),
t\ t-BuONa (2.0 equiv.) o N
[o]
Br

70% O

Schéma 40. Conception et synthése de nouveau building block
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L’ensemble de ces travaux va faire I'objet d’une publication (voir ci-apres). La partie expérimentale
est disponible dans la Partie expérimentale, pageExperimental part of the compound synthesis
described in the project in collaboration with Spirochem 448.
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N-Arylation of oxXetanylamines for the preparation of anilide
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Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

3. Réaction d’Ulimann-Goldberg

3.1. Etatdel'art

La réaction de Buchwald-Hartwig est une réaction de couplage largement utilisée de nos jours, bien
gu’elle ait comme principal inconvénient d’utiliser du palladium comme catalyseur. En effet, le

palladium est un métal qui se raréfie et qui est relativement onéreux (18€/g)**

et toxique. Une
alternative possible a ce métal est I'utilisation de cuivre, via la réaction de couplage d’Ullmann-
Golberg. Bien que la réaction d’Ullmann ait été découverte une décennie avant la réaction de
Buchwald-Hartwig, elle a été tres peu utilisée par les chimistes jusqu’aux années 2000. En effet, il
était nécessaire d’utiliser le cuivre en quantité stoechiométrique, dans des solvants polaires a haut
point d’ébullition a des températures réactionnelles pouvant dépasser 160°C, et ce pour avoir un

éme

rendement faible a modéré avec un scope limité. Au début du XXI*"" siecle, cette réaction a connu
une renaissance comme illustré sur le Graphe 4, avec le développement de ligands appropriés, qui
ont notamment permis d’utiliser le cuivre en quantité catalytique et des conditions de réaction plus

275,293-298
douce.””™

Cependant, la transposition de cette réaction en milieu aqueux, a été moins
considérée. En effet, a notre connaissance seules quelques publications de réaction de N-arylation
d’amines ont été décrites dans I'’eau. Le champ d’application de ces réactions ainsi que les limitations

sont résumés dans le Tableau 27.

Graphe 4. Evolution de la formation de liaisons C-N a I'aide de cuivre

Ces travaux utilisent soit du Cu(l) soit du Cu(ll) a des températures comprises entre 80 et 120°C mais
néanmoins souffrent du manque d’exemples mettant en jeu des groupements fonctionnels sensibles
(ester, nitrile, aldéhyde, etc). De plus, que quelques essais de réactions d’arylation sur des
hétérocycles halogénés ont été décrits. Par contre, I'utilisation du cuivre métallique a permis a Chen
et al.’®® d’obtenir un set de 30 exemples illustrant la tolérance de la réaction au départ de
groupements fonctionnels variés. Cependant, cette réaction ne s’est montrée efficace qu’au départ
des amines a faibles points d’ébullition (NH;R, R = H, Me, Et).
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Bodrze de miwrz, Lgard

X
H\N/R1 Base
o
R, H,0, T°C, I5M}s

N
B

X Amines Conditions"efrences Rdt Avantages Inconvénients
(%)
Br,1 | - Amines primaires CuO (5 mol%), L1 (50 mol%), 50-91 | - Temps de réaction - Utilisation de 2 ligands
- Amines secondaires | L2 (1 eq.), TBAB (25 mol%), cours. avec une charge élevée.
cycliques KOH, H,0, 120°C, uM, -Nécessite 4 equiv.
5mins > d’amines.
- Anilines
- NH hétérocycles - Pas d’exemple sur des
hétérocycles.
- Pas de groupement
fonctionnel risqué.
Br, I | - Amines primaires CuX (5 mol %), X=Cl, Br 62-97 | - Faible charge en - Absence de groupements
- NH hétérocycles L3(10mol%), cuivre. fonctionnels sensibles.
nBusNBr (10mol%), NaOH, - 2 exemples d’arylations
H,0, N,, 100°C3* sur des hétérocycles.
- Pas de réaction a 25°C.
Br, | | - Anilines Cul (5 mol%), L4 (10 mol%), 50-91 | - Faible charge en - Non reproductible entre
K,COs3, H,0, 80°C (pour les cuivre. nos mains.
- Amines primaires dérivés iodés) et 100°C (pour - Applicable a un
- Amides, thioamide les dérivés bromés)303 large set d’amines.
- NH hétérocycles
Br - Amines primaires Cu poudre (5 mol%), H,0, 45-99 | - Absence de ligand - Nécessite 5 équiv.
100°C** et de base. d’amines.
- Faible charge en - Efficace uniquement avec
cuivre. NHs, NH,Me, NH,Et.
9 ’ Q NH,
. HN N VRN
Liysnds : 2 \H)J\”/ \NHZ HO—N/ \N—OH O:
h “NH,
L1 L2 L3 L4

Tableau 27. Récapitulatif des réactions de N-arylations en milieu aqueux

Au laboratoire, nous avons au départ focalisé notre attention sur les travaux de I'équipe du Pr.
Nageswar,’® compte-tenu de la grande versatilité de son systéme catalytique (Cul (5%), L4 (10%),
K,CO;, 80-100°C). Cependant entre nos mains, nous n’avons pas été en mesure de reproduire la
réaction entre I'iodobenzéne et la benzylamine a 80°C (0% contre 80% décrit par les auteurs, Schéma
41). De méme aucune réaction n’a été observée lorsque nous avons mis en jeu la cyclohexylamine,
ou le thiobenzamide (0% contre respectivement 60% et 58% décrits par les auteurs, Schéma 41).
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Cul (5 2l L4 (10 maliy; T1
KQCO3 (2 E":Il.-l'ul'.:l N

R R.
+ 1\N/ 2 > \Rz
H,0, 80°C, 18h
H
H N H
N ©/ \O N
SR

Irawaux du Pr. Nagaswar ; 80% 60% 58%
Dans nos mains : 0% 0% 0%

x

Schéma 41. Essai de reproduction des conditions décrites par le groupe du Pr. Nageswar

3. 2. Travaux personnels

Au vue de ces résultats, nous avons souhaité développer un nouveau systéme catalytique afin de
réaliser cette réaction d’Ullmann en milieu micellaire. Pour ce faire, comme précédemment, nous
avons utilisé une réaction modéle (Schéma 42), composée de 3-halogénotoluéene 1 et d’'une amine
primaire, la phénylpropylamine 2 et avons étudié I'influence de différents parametres : la source de
cuivre, le ligand, le groupement partant, la base, la température et le surfactant (Figure 105).

X
Source de cuivre, Ligand, HEcucbou- n\/\/@
H2N Base
+ >
Pz JEL W (2%), i BL™S 16h
X=l:1a 2 3b
ou Br: 1b

Schéma 42. Réaction modeéle pour la réaction d'Ullmann au départ des amines primaires
Cptimisation

3 Impeodanse dukroms comme
groupemenipanant

2 Efficacld 6u D-gliooae & 25°C ]

52 "
8 o =

“‘ 4 imponance duligand 8-

i dicaiong

(=] 1

1 Impofdnee  du coupie:
Cudllyréduciesr
H.&
cut Suill

S péducteu

Figure 105. Parameétres optimisés sur la réaction modele

Ces différents travaux ont mis en lumiére I'importance :
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Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

1) Du couple Cu(ll)/réducteur. En effet, le Cu(l) actif dans la réaction d’Ullmann est oxydé
dans I'eau en Cu(ll), inactif. Ainsi, I'addition d’un réducteur, permet de former in situ
I’espece active Cu(l) au départ du Cu(ll) stable en milieu aqueux.

2) Du D-glucose comme réducteur efficace a 25°C.

3) De la nature de I’halogéne. En particulier le 3-bromotoluéne s’est montré plus réactif que
son homologue iodé en utilisant le dipivaloylméthane comme ligand. Ce résultat est
surprenant puisque dans tous les papiers de la littérature, la réactivité de I’halogénure
observée suit systématiquement I'ordre | > Br> Cl pour la réaction d’Ulimann. Ce résultat
pourrait mettre en évidence le réle important du ligand dans la réaction d’Ullmann qui a
I’'heure actuelle n’est pas clairement défini. Plusieurs hypothéses ont été émises a ce jour :
le ligand probablement participe a la stabilisation de I'espece Cu(l) active, pourrait
augmenter la solubilité du complexe ou encore éviter I'agrégation.® Il a été également
proposé que les ligands bidentés faciliteraient la réaction en bloquant les deux sites de
coordination adjacents, de sorte que le donneur d'aryle et le nucléophile peuvent étre

3% Enfin, trés peu de travaux ont été

suffisamment proches pour coupler facilement.
consacrés a des études mécanistiques sur le réle réel du ligand et/ou sur le systéme
catalytique possible et il est difficile de rationaliser pleinement la meilleure efficacité des
bromoarenes versus les iodoarénes. Cependant, il est intéressant de noter que la meilleure
efficacité des dérivés bromés est un parameétre positif: les bromures aryles sont souvent
plus disponibles dans le commerce et d'un plus grand intérét pour les applications
industrielles.

4) Enfin, nous avons montré que la réaction peut se faire en absence de surfactant (75% dans
I’eau pure contre 85% avec du TPGS-750-M 2%). Ce résultat, en I'absence de TPGS-750-M
montre que la réaction peut étre effectuée dans I'eau, mais I'addition d'un agent tensio-
actif contribue a solubiliser la plupart des réactifs organiques et de ce fait augmente le
champ d’application de notre systeme catalytique. A titre d’illustration, au départ de
réactifs peu solubles en milieu aqueux, comme le 4-bromobenzonitrile, la 2-bromopyridine
et la 5-bromopyrimidine, il est nécessaire de travailler soit a température ambiante avec
une solution a 5% de TPGS-750-M, soit a 50°C avec une solution a 2% de TPGS-750-M pour
avoir des rendements supérieurs a 70% (Schéma 43).
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H
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29%, 87% , 71%P 0%, 73%32, 74%" 77%2, 84%?P

Schéma 43. Exemples illustrant I'importance du milieu micellaire
®Utilisation de TPGS-750-M (5%) a ta, ®Utilisation de TPGS-750-M (2%) a 50°C.

Ces travaux d’optimisation ont mis en lumiére un nouveau systéme catalytique efficace pour les
amines primaires aliphatiques (Figure 106) et composé du couple Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10
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mol%), de dipivaloylméthane (20 mol%) comme ligand, et t-BuONa (2 equiv.) comme base dans le
TPGS-750-M (2-5%) a des températures quasi-ambiantes (25-50°C). En particulier, il a été nécessaire
de chauffer a 50°C au départ d’un partenaire encombré ou faiblement soluble dans I'eau. Ce systeme
catalytique s’est avéré efficace pour la réaction de N-arylation d’amines primaires. 43 exemples ont
été décrits dans cette étude. Ces exemples ont montré la grande tolérance de notre systeme
catalytique envers différents groupements fonctionnels (aldéhyde, acétal, acétyle, alcool, amide,
cyano, ester tert-butyrique, sulfone etc.) et sélective pour les amines primaires versus amines
secondaires. Cependant, contrairement au systéme catalytique développé pour le Pd (cf. page 191),
ce nouveau systeme n’est pas universel puisqu’il est totalement inefficace au départ des amines

]

T 0T, diprenloyimettiane
D-Glucram
R 1 T-Enixha |

-\-‘MH
+ - -
HM ; TRGE-F50-4
S0, Wh
= ALN=R=42%

43 oxamples

aromatiques, amides et carbamates.

Br

= Efficlont catalyst far primary amines
= Functronal groups-tolerance %
- Qparationelly elmpie "
- Giogd to axcallant yislds Y

Figure 106. Systéme catalytique efficace envers les dérivés d'amines primaires

Hypothéses mécanistiques :

Au cours de ce travail nous avons été amenés a nous interroger sur le mécanisme de réaction mis en
jeu et du réle du D-glucose. Pour cela, une étude cinétique sur notre réaction modele a été réalisée a
2 températures (25 et 50°C) afin de comparer I'efficacité du D-glucose versus |'ascorbate de sodium
(NaAsc). Comme illustré sur le Graphe 5, en utilisant du NaAsc a 50°C, la réaction est amorcée apres
un temps de latence de 4 heures, alors qu’en utilisant le D-glucose a la méme température, la
réaction démarre immédiatement. En abaissant la température a 25°C, aucune réaction n’est
obtenue avec le NaAsc, alors qu’un temps de latence de 6 heures est observé avec le D-glucose. Ce
temps de latence peut suggérer la formation i) de nanoparticules (Np) de cuivre compte tenu du fait
que le D-glucose est connu dans la littérature comme excellent réducteur pour leur préparation en
particulier en milieu aqueux®®® ou ii) la formation du complexe « actif » du cuivre conduisant a la N-
arylation.
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Graphe 5. Etude cinétique sur la réaction modele

Pour vérifier ces hypotheses, des expériences complémentaires ont été réalisées. Une premiére
expérience a consisté a laisser agiter pendant 6 heures le Cu(OTf),, le dipivaloylméthane, le D-glucose
et le t-BuONa a température ambiante afin de former les nanoparticules de cuivre, puis les 2 réactifs
(ArBr et RNH,) ont été ajoutés (Figure 107).
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Figure 107. Formation in situ de nanoparticules

Cependant, comme illustré dans la Figure 107, le temps de latence est accru (8h contre 6h). La
deuxieme approche a consisté a préparer ou acheter des nanoparticules de Cu de degré d’oxydations
variables (CUZONp,3O6 CuNp307 et CuFe,0, (Aldrich)) et d’évaluer leur efficacité dans la réaction de N-
arylation. Comme reporté dans le Tableau 28, en I'absence de D-glucose aucune réaction n’a été
observée, quelque soit le type de nanoparticules utilisées. Par contre, I'addition de D-glucose
améliore le rendement de la réaction (54-73%). Ces différents résultats infirment la formation de
nanoparticules durant la période de latence observée mais met en avant I'importance du D-glucose
dans la réaction. Cependant, l'utilisation de nanoparticules (Cu,0 Np ou CuFe,0,) pourrait étre
intéressante d’un point de vue chimie verte pour le recyclage du catalyseur (travaux non réalisés
dans le cadre de ce travail).
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Entrée Cu Np Charge en Cu Réducteur T(°C) Rdt
catalyseur (mol%) (%)

1 Cu 10 - 25 12

2 Cu 10 D-glucose 25 54

3 Cu,0 5 - 25 ou 50 0

4 Cu,0 5 D-glucose 25 73

5 CuFe,0, 10 - 25 0

6 CuFe,0, 10 D-glucose 25 73

Tableau 28. Utilisation de nanoparticules

Des travaux tres récents ont été reportés dans la littérature pour le recyclage de cuivre supporté. En
particulier, les groupes des Drs. Wan>® et Zhou®® ont utilisé des oligoses en tant que support
(respectivement la chitosane et la cyclodextrine), connus pour leurs grandes affinités avec les
métaux. A titre d’illustration, le Dr. Wan a greffé le ligand 1H-pyrrole-2-carbohydrazide sur le support
chitosane CSP comme illustré dans la Figure 108. Combiné avec du CuO (10 mol%), KOH (2 equiv.) et
d’un catalyseur a transfert de phase (TBAB, 30 mol%), ce systeme catalytique est efficace dans de
I’eau a 70°C, et a permis de réaliser des réactions de N-arylations. Ces conditions réactionnelles sont
applicables a différentes classes d’amines incluant les anilines, les amines aliphatiques primaires, les
amines cycliques secondaires et les NH hétérocycles. Cependant, pour les 3 derniéres classes
d’amines, seul un représentant a été mis en réaction et aucun groupement fonctionnel sensible n’a
été mis en jeu. De plus, au départ d’un aryle halogéné appauvri en électrons, les rendements chutent
de maniére drastique (30-60%). Une simple filtration a la fin de la réaction permet de récupérer le
ligand CSP complexé avec du cuivre. En utilisant comme systéme modele le couplage entre le 4-
iodoanisole et la benzylamine, ce groupe a montré qu’il est possible de réengager le catalyseur
supporté sans rajouter de cuivre. En effet, méme apres 6 cycles, le rendement de la réaction est
encore de 50% (Tableau 29). Il est cependant a noter que le rendement de la réaction diminue au fur
et 3 mesure des cycles catalytiques, car la teneur en cuivre du complexe CSP récupéré diminue.>®

— (WY 1
G .Hﬁ@ _I:.N—NH i _ ’7 {\L__ 0
0 QT T%”w

Ha—=" &
CEp &) N, )

Figure 108. Support chitosane - 1H-pyrrole-2-carbohydrazide CSP

| CuO (10 441,121 (40 mol%),
H,N TBAB (30 mol%), KOH (2 equiv.) i
+ >
H,0, 70°C, 12h
MeO’
MeO'

Cycle 0 1 2 3 4 5 6
Rdt (%) - 90 85 62 56 50 50
Charge en Cu(mmol/g) 0.37 0.30 0.069 0.0074 - - 0.0054

Tableau 29. Recyclage du catalyseur supporté csp>®

De maniére similaire, le groupe du Pr. Zhou, a quant a lui préparé un catalyseur de cuivre complexé
avec la B-cyclodextrine (Cul@B-CD). En présence de K,COs, ce catalyseur de cuivre supporté s’est

229



Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

montré efficace a 110 °C dans un mélange DMSO:H,0 pour différentes réactions de N-arylation.
Comme précédemment, le catalyseur supporté est facilement récupérable a la fin de la réaction (par
filtration ou centrifugation) et peut étre réutilisé pour d’autres cycles catalytiques. En particulier,
apres 5 cycles catalytiques, le produit de N-arylation souhaité est obtenu avec rendement constant
de 80% (Graphe 7).
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Graphe 6. Recyclage du complexe supporté Cul@BCD

A I'heure actuelle, le mécanisme de la réaction d’Ullmann n’a pas été résolu et 2 mécanismes ont été

310

postulés®™ (Figure 109) avec comme premiere étape soit I'oxydation oxydante (voie b) soit la

formation du complexe cuivre-amine (voie a).

\Voie b Yoie a
NuH + oase
Ak cu'x
i bnse-HX
il :
A u': i Cii Mu
C x : A
Nuk + bose -
7
base-HX fr—Cu -
l B
Aty

Figure 109. Mécanismes postulés pour la réaction d'Ullmann®®®

Afin de mieux comprendre le mécanisme impliqué avec notre systeme catalytique, les 2
intermédiaires ont été formés in situ. Une premiere expérience a consisté a agiter a ta 'amine, le sel
de cuivre (ll), le ligand, la base et le D-glucose pour former le complexe cuivre-amine A puis apres 6
heures (temps de latence), le 3-bromotoluéne est ajouté dans le milieu réactionnel (Figure 110, 1
expérience). Sous ces conditions, et comme illustré sur le Graphe 7 (courbe rouge), nous avons
observé que la réaction de N-arylation démarre immédiatement. Une seconde expérience a consisté
a condenser le 3-bromotoluene, I'amine, le ligand et le D-glucose a ta pour réaliser I'addition

oxydante aboutissant au complexe B. Comme précédemment, aprés 6h I'amine et la base sont
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additionnés au milieu réactionnel (Figure 110). Dans ces derniéeres conditions, aucune réaction n’a
été observée, méme apres 16 heures de réaction (Graphe 7, courbe verte).
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Figure 110. Formation in situ des 2 intermédiaires A et B
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Graphe 7. Etude cinétique de l'investigation du mécanisme

Ces résultats nous ont permis de postuler le mécanisme représenté dans la Figure 111. Une
réduction du sel de cuivre(ll) en cuivre(l) est réalisée a I'aide du D-glucose, puis I'addition de I'amine
permet de former le complexe cuivre-amine (étape limitante). Ensuite, I'addition oxydante de I'aryle
bromé puis une élimination réductrice permet de régénérer le complexe de cuivre(l) et de former le
produit de N-arylation désiré.
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Figure 111. Mécanisme postulé pour la réaction d'Ullmann en milieu micellaire

La démarche que nous avons effectuée ainsi que les résultats obtenus au cours de ce travail de
méthodologie sont présentés dans I'article suivant :

D-Glucose : An efficient reducing agent for a Cu(ll) mediated arylation of primary amines in water

Maud Bollenbach, Patrick Wagner, Pedro Aquino, Jean-lacques Bourguignon, Frédéric Bihel,
Christophe Salomé, Martine Schmitt

ChemSusChem 2016, 9(22), 3244-3249.

Les annexes et la partie expérimentale sont disponibles respectivement en Annexe 3, page 260 et
dans la Partie expérimentale, page 458436.
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p-Glucose: An Efficient Reducing Agent for a Copper(ll)-
Mediated Arylation of Primary Amines in Water

Maud Bollenbach," Patrick Wagner,” Pedro G. V. Aquino,"" Jean-Jacques Bourguignon, *
Frédéric Bihel"™ Christophe Salomé, ™ and Martine Schmit*™
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Introduction
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-a safe and corventent sateay for edficient C-N bond Tarma-

tih, THis eavy-to-handle procediire (s extimly competithe
enmparee to palladium-based reactinns and may be yeed
synithesize N-contalning malecules, such' bs drugs o anganid
fight-emitting diacles (OLELRSE

these methods may. be- lmited by the high cost, scaity, and
toxicity of pallaciurm As an slermathe, copoer-based Ulmann
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fakicity and high abundance of topper

Copper-mediated arylation was distovered several decades
bBetars the Buchywald-Hartwig reaction, but itz-uss was-limited
for-a lomg time because several diawbacks restneted 115 indus-
trial apallcation. Griginally, it required stolchiosvetic amounts

‘ot copper, high reaction temperstures, and high-bofiing-paint

polar salvents,'S Marsover, the Scope of the reaction was alsa
restriceed 1o electron-poor aromatic substrates. ™ |n 2004,
the discovary of new copperbidentateligand systems led to
a spectaciilar renewed Interest in Ullmann reections”" ™ The
mitder conditions of the new copper<catalyzed sminationz en-
larged tha scope in terms of substrate tolerance, chemoselec
tivity, and enanticselectiving ™ " Oeepite the emergenca of
green  chemistry, coopercatolyzed coupling  reactions with
waber s the solwent hove besn described only ey, Only
a few axamples of coppercatalyzed 8 arglation in agquaeooas
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Results and Discussion
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pglucose afforded the desired procuct in B4% vield st roem
temperatiee, Similar resufts wers obtained with Cufidy)3H.0
and CuBr, in the pressnce of sadlum ascarbate and p-glucose.
Hwever, the CulTHL 1 foglucase camlytic system was. the
best combination for this green Ullmane-rype amination. Tn
thie best of our knowledgs, n-glucofe has been used razely at
& raducing rgent in arganic chemistny, It has been reported far
the ore-pot #ssembly of Nfused Imidazates!! the reductive
homocoupiing af aryl halides ™ and the formation of gquina-
linss invelving & thies-steps cascade”! Thersfore, this seems
to be the firse report of the use of oglucose a5 & reducing
agent |n & copper-catalyzed reaction I an aguscus medidm,
Its sbundance and nortoxicty make o-glucoss the-perfect ad-
ditive for sustainable chemistry approaches This aspect is
strengthensd by the efficiency of the CujOTH L1/ cglucose cat
alyric systerm-at rwom termperaturs, which |s a positive parama-
terin terme of enemgy saving.

Several othis parameaters were further evaluated including
differen: bases (Figure 531, various [i-dikatones (Figure 54), the
Cudligand ratio (Figure 350 the catalyst looding (Figure 55), the
malar ratic of the mducing agent (Flgure 521, the surfactant
(Figure 58), the gquantity of surfactant (Figuro 57), and the st
mosphere Figune 581 Cn the bosis of the waulls from all of
these prperiments, o combination of CulOTf, (10 mel%, L1
(20 molsh), p-olucese {10 molb), and WaOiBu (2 sgumd was se-
lectedd as the biest catalvtle system o peiform this Wimann-
type aminatlan at room Temperature in an agueous medum
supplemented with TRGS-750-M 3wl

With the optimal condluens In hand, the scope of the eac
ton was investigated with a diverse set of substituted amines
and aryl or hieteraary! bromicles, The results are summarlzed in
Fgure 4, The reactian was efficient for aryl bramides with
either plectron-donating groups at e ortha [3cal, metd (38,
3h, 3chb, and 3n), or pare (3cg, 3d, ang 3e) position or elec-
tron-withdrawing grodps (3 F-m, 3o-q) Far a builky substibu-
ent at the oero position ot the aryl bromids {3cal, the resc
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fion nesded o be heaed to 90°C o abmain & ovieid of d59,
Far aryl rirgs bearing bromine and chiodne substituents {37
ancl 4e), the reaction anly accumed 31 the brominated posk
tior, It is particularly notewartty that the reaction pracesds
sircessiully ta provide the desited. pioducts |0 moderatefo-
Highe yields without the protection at the functionel group,
svsEn in the presence of sensitive sebertuents fie. CN (30,
CONH, 31, TOprRu (3 k), MeCO {30, CHO (3m), or nitro (3a)
Starting from an acetzl moisty, the aminated product 3n 35
zolated as the sals product from the reaction at AT, Howewsr,.
a1-50"C; a partizl deprotaction of the acetal was ohserved, and
the comesponding aldehyde 3mb formed |n 1205 yiald. We
then turned our atténtion 10 varisus bramohersrocyciic SE-
tems zuch as pyridine [4a-el, pyrimidine (41 and 4g), pyaszine
{@h), and thiophene (4§, which were etficiently M-arglatad with
numerous primary amines (Fioure 4 11 the bromine stom s
at the meta position. the reaction proceeded under the optl-
mizied conditions (2wiH of TPGST30.M at BT} with goad 1o

excellent yield even with 2 stronoly hindered amine (4c and
4d), Good yields were alse obtalned with 2 bramopyrazineg, 2

bromapyrimidine, ond 3-bramothiopbene @h, 4, and 44, Un

farionately, no maction was sbservod with iminachlordes such
uzx 2chlorapyriding, Mext, o representobive senes of cyclizhesyl

of plosddinglcontdning  amines wore el with different
stiric bull ot the amino group @, s usirated in Fgure 4,
the reacton procecced even with bulky e-branched primary
amines, but it 5 necessary toowark at 500 C 1o reacl) 604 yield
3a-y) Interestingly, for substiates bearing Both peimary and
secondary amine moletes, pnly the prmary aming reacted
(3za and| 3zbl.

s shown In Figure 4, our methodalogy 15 compatible with
free hydroxy functlans, Staring from Sbramobensyl alcohol,
the h-coupling product wich phenstpropylaming was formead
in FaS yieid &t BT i3d, 74%) The yield could ba increased
sliahthy &t 20°C. Unfortunately, no reactlon was onderved with
JF-sminopropanol, Bven in the presence af an =xcess of amina
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Figure &, Capanelest senpe of armination with syl Lrseriiden. Reuction eanditions $CulDTn, (10 mold) L1 G mol %, doalusoe (13 e ), Nafiim 12 oy,
ATET (1 pauiny, BRH 172 r-q'.u-.'.'l, TROS M G ek BT 24 R In Yiokds webor tnoscladod praduret (8] Previously prenparrd prodices wore rharsctoreesd by
KSR apecsraedapy art MBYWES, 7] TRGE VLM (S wital (d) Beartio p."rfr.'rr.e!! i SETC o] Rfdbl_ Poequivy T RNH, (3 equivl [l 22% pf Amb s ao eae

T,

The lack of reaction may be explalned by the chelation of the
srminoalechal o the copper center. To varily this hypothess,
thie - sarme reaction was. pecformed wlth Gaminehezan 1 ol,
o higher homologue, snd wi wene pleased (o solate the o
peuéd coupling product in g satisfactary yield {3sh, 60%) 1T
thueieleahod weas protocted as an ethergroup, the destrod prod:
ULl 3se wab abilatted with o moderate yleld of §1%, Mo -
ton was observed with other amings such as anllines, secan
dary amines, o benzamides: From 4-bromaobenzenivile, the
conesponding product 3 was farmed fha weld of only 29%
owing to the paor soldbliity of the resctant. We avercame this
Issue by using elther 5wt of TRGS-250-M ot AT ar Fetsh of
TPGS-750-8 2150, which improved the yleld to BE and 1%,
respectively. The same conditions were applied with (345100
flusrsphenylimethylamine [3gbl, 2bromapyridine (4a and
A, and S-bramopynmide Ag] 1o avescome the salublity
issues, In contrast, far & highly water-solubde amine, such as
n-propylaming, an excess of amine was needed {5 equiv)
reach a yield of 67% 3l
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Im the absence of surfactant, our mode| reaction was sl
successful, and 73% yield was obtained instead of 35%: with
TPGE T50M (2%, see Flgure 571, This important nesult showy
that thix copper catalyeed rescllon s likely o oo in water
rather than nside the micelhes. Howewer, with orysiailing

ceducts, the sufactant was crucial to holp solubiliee the wac

LNty Iy thwe aqueous medium and enbance e yleld of the re
action. This s partcolsdy true for 35, 48 8b, and 4g, for
which 5% of TPGS750-M was regalied for cotmal yiehd, To
demonstiate the efficacy of cur catalytic system and theaby
It potental indusirlal application as & sustainable proces, e
reaction was nedt attempted oo a multdgram scalss This,
ammal of Tk and 3-phenvprooyiamineg (2 0 TPES750-M
(@ widn) surcessfully led to b in 6% yleld under our condi-
tlers.

Finally, 1ha kingtic parameters of this rsaction were -
toeedd [Figure 5} Firatly: at 50°C, the reaction with c-glucose as
the reducing agent was faster than that with Mafsc, Indeed,
aftar 30 min, 20% tanversian was ohserved {purplel, and the

& ¥ ﬁ"ﬂll#r-lf'l"l— Wetheg frmH HEa, Baad, Wasbdm



Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

CHEM" SCHEM

e " Europe Full Papers
STy [l mathl, L1 @it :
oy B Matse or De{Etucase (13 molfi) I \/@
O 7w momeeny 7 slon
i e TRGETAIM {3 i Eh l;
AT a0 M b
1 H n
100
" . * - §
i & Cul TR D-ClcosefrL
;_‘if a0 | @ * CufOTR 2 LU O-Bhicosa /50 o
5 & A B OOV LU Naden et
| # CLi T 1 Mades/B0 0
U.—I—ﬂ—"—l ] 8 a
] 1 Y L] 16 = L
Time {h]
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canversion ceached a0 % after 2 B In cantrast, with Nadse, 3 la-
tency nme af 4 h was necessary betore e formation of 3b
{nrange), It is notable that the comeersion rate after this [atsncy
time is similar o the rate ohserved for the reaction with
ngiucnss Interestingly, & latency fimme of B R was alko ab-
rerved green) if the reaction was performed wirh o-glucase ar
mom fempemtuee, We hypothesized thar this perod s re-
guired to redics the Inactive Cu' spacies inta the active (o'
species. This inductinn perad might alse suggest the farma-
tion of nanoparticltes as the active catahysts for twa reasons:

(11 & C=N crozss-roupling reaction was achieved recéntly with
copper nanoparticles™ az 3 catalyst
% o-Glucose 5 an excellent reducing agent for the termation

of copmer nanoparticlas in water =

However, different experiments performed 0 owr labambary
invatidated this. hypothesis (soe Supporting Information, pp.
512-5131

Firsally, a rieasonoble muchonism has boan proposed 1o ex
phain the differint abservations described im0 che Supperting In
formabion (see pp. 514515, The Tl spedes 12 genorated
sl from the Qo' spedes and oeglucoss, The pudesphilic
substitution of the Cu' spiedes by the amine ledds 1o the Tor
mathor of fu'MNu] (ntermediste AL The oxidotive acldition of
the aryl hallde to Intermediate A then generates a transient
Cu' species (81 Firally, the © W bone bs farmed by reductive
climimathon Fom B te farm the @iget compaund snd regener
atethe initlal Cu species (Schame 1),

Conclusions

We have developed the first Ulimann-type reaction at iow tem-
perature [ream temparature (AT} ar S0°C] under mirslar con-
ditiont for primary aliphatic amines. Thess mild conditions are
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Schaoma 1. Proprosed mnekatiim of tha cepipior r.rt:n'.mm-ng'lv;'nttinn in
the prmares af ngloesse

sitnpde; e rabgst and chaeapy The use ol renowible fredstocky
(o-glucose pod TPGS750-M, which ju composed ol vitamin £
the absence of eegaple solvent, and the sconomy of energy
muahe these conditiors enviommentally Tierdly. and acaptotie
o Industisl production, This easy-te-handle procedime 5 ex-
temely comperitve compared o pailadium-based reactions
and may be used 20 syntheskae N-cantalnlng molecules suck
as deigs or arganl; Ilglit-emltllnr; chades (OLEDSL

Experimental Section

General procedure

The armine | |2 eguiv.) end anl or teteroand halide (1 equiv.) were
added 1o an squeaus  solutian  af  TPOS-750-M (2wt
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imLmmoi~'] The migure was degassed with bubbiing argan
5 i, MO Hu (9 % w2 enquiv, Cultdndy, (1ath, {lelvrilr;\li-
methene (203} and o-glucose 1103 were added.and the result
I iR weas <eliTend a1 TAO0 g ar BT ar 30°C 420 ), The mix-
L s exiractod vwice with ethyl acetate (3 mll The combined
arganic layers were evaporsted. and the ciude residue was purifled
by sblica gl cofumn chromplodgraphy with nebepiane ond oyl
wcetate a5 the zlusat,

K-Benzylk3-methylaniline (38}

Compound 3a was prepared by the genesl procedurs with
ColTh, 180 mg  GOS0rmmaoll,  dipivatoylmethans (20,9 wl,
00 mmelt o gluzose (@0 mg. G058 mmall,  3-bromotolusne
[EOA L, 0E00 mimol) enevlamine (5.6 ol e00 mmall, anik
NaDiBu (29 mng, 100 mmell 0 oagueous TPGEETHOM @ wis,
B0 L) followed by purficason by celumh chicmatography
Sk} weith m-heprams byt acetiste 19555 10 wiold 3a mea vellow
oil (81 ma, B354 "H-NMR 400 MHz, COG) 4 =230 {5, 3H), 3.90-
406 {bar 5, VHi, 43445, 7H), B46-6,59 i, FHI, 709 (LS 7.5 Hy,
(M), FEF-TA1 ppm {m, SHI CNMR (190 M-z CDCLL 4 217,
44, 100, 136, NG, 1293, 1474, 1285 1293, 1323, 1395,
VAR 3 ppm,

Keywards: aination + amines | carbehdrates - capper -

! ad Tramwitiod Adedaly e I".frgnn.i— Spnttomy Fedas ML Sefion, . Aolm, Wiioy
Wi H, Wainholm, 1968, 1) Thansinen Morals far fraanic Spmttens (Fou
Il detler, O Beiml Wilsy WLH Weirneim, 2004

L2 LA Sheldor WD E Avends W Hansfsid G Chemisipe dng Sonal-
}'5';'.,'““'!)“,'-'[“. Yeeirt=irm, 2007,

3 e M Simon, T L Chem. Soe. e 2003040, 14051457 A
Charda, F E-Foking Wisher n Srgonie Syethous, Gonng Thinmn - Snittgart
20732, ri |, M, Delimong, Soecr 802 A0, TG H03) 1 &, Naryan, J
Mudzan, MG Hine YO Fokin 18 L Rally, BB Sharpl Arm)ety
Cliewy, ol Ed; 2005, 8 1275-3179: Aager; Chem 2008, 177, 3339-—
JaML

a0 A Db, 5o Ghoml, & R Al B Moser T Kishikata, © Duplals
& Kk, BT Giemng, B C Godwand, @ O, Che, T, 54
43083 ) AR Leshats S Sharal, O, =t 2000, T, AL - 00
ol B H Upshiurz, G Aovinaldo, 5 Sharal, K Volgteries, g Cetr 2008
0, 13251336, 4 0, H, IJFi's.‘rJ'..’. SoGhoea] Aldvichidide Aca 20080 1,
59 -T2 00, Db, B Ghaa, Aldichiiniog Acitr 2013, 45 318
N e Lipshute 5 Ghomi; WCORCY, Leang, BOAL Tal, DY Krogutad,
v T 20T, A ST - 40,

13) alEoH. Lpshuta, | B Petersen; & H. Abels, Ging 2w 2008, M 1433
1336, bl 1. Mizhlkata, B H. Lgahonz, £An Chom, S50 2004, 137, 12105-
121058 o b &, taley FoGabsa, BoH Upslals, b Am Chaen See, 20013
L35 17707 1 T

] B, Lipahile, B9, Talt, Org. Lete 2004, 10, 13261332

¥ B H, Tiprbutr, 0)W Chung, B Richy thag, drtn 36810 3005 3098,

D H Ugshut oW Chueg, B Hich - Ady Seadhy Leral 2000, 1571

1717= 1000 BENG A& |52 S Cobares, B, B Lsshirs, (%on $heme 3014,

TEy 14802455,

C, Salomd, B Wegney, AL Dofeibech, E Bibal, i-) Bourguizran, M

Schimitd, Tetrphertran 2014, 70, 3411-3400

(10! abiE Ewares Bl Tournl A Coxte Chosn, Sommaies, A0D%, 4166 #1075

k1A, Fuanm, B Slanchard; Y Taumil, Chee, Pew, 2008, 108 4 1491

o | Hensier ) b Grsham, oM, Dt Cheon Margd 2007, 15, #1005 -

AN i E Coodbrane, ML HL v Chen 19990 64, BRI-ET4

=

Feeirius R 3OTE 7 1244 300 wwvw.chemsuschom.org

238

Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

CHEM® SCHEM
Full Papers

rI'W, Megwer, B Sebommae, Cegemnic <homiem Srags end Thr Gymn
e, Wik WO, Wainhaim, 2000 AT Ticher, 5 Daogpomane, & Speis
re, The Copmristry &F Metomar peimr, Stadctmy, Seaetings, oo end Ap
plicagag, 2ided, Wiley-VCH, Wainham, 2012: gl 5.0, fougléey A, M,
Jorclan, o Al Cherm, 3001, 5434513470, [l AL S Buar A Mar Ve,
2004, &7, 214 -215%

(111 2 Wagnes B, Anllenbiach, © Uneboling E Rikol, 11 fooguignon, 0
Salome, W, Schimizs, Green Cham, 2074, 16 4130 £ 70

3] C Raichars, 1 Wesan, Sateres amd Ssataenr Sfeers 2 Cgome Chemiey,
WiayWCH, Weinhelm, 2000, £ 65-105, '

113 &l Sarnbiagls & P Mertden, A0 Blacsss 110 MoCowan, Chie, 5o,
R 2004, 43 35}:' -3350; b} E Minnie, ¥ TaBieler, Anggw, Chave
Lol 2000, 48, 4654 47, Arciew, Cherm 2008 (39, 7088 7105, T,
tdanrer, 8, Tallefee in Tapees n frampmenalic (heenstoe Vol &0 doe
i o Fonmaion afsa £ Sence tbds M, Taillefier, T Mial, Sprag-
e, Berin, J013, po, 173 -204, d) G, Bvano, N, Blancyend, CopperAtadind-
e Crosa-Coipling. Hecaion, Wiy, Motohay 2004 215 Bustwald, A
Wlapars, L Anbilla, & lub, B W o, T8y, G Modmate, E Il_!enl'r_-t-
W I"up_rm.--f'_ﬁ'lr.\.':f:rgd Farmetion o Cacban Metevoadorn ana Sarkvan
Horrdy, WOONGEREE (A1) 2002 A M. L Crivsau, © Rauchstm, M, Talofor,
b Spindien | Srhlarms, fsthed o Brepeiag o Seliametc Lo
poand T 585838 14T, 2001

L) o, Tulllefer, H. L Triswaw 7, C2lligr L F Soindler, Forpeion of Cabon— ar
Cowdun « Howrdaeion Saneds Covignives Teodban @ an Beosetoroeed Come
P vl Miloptile e Presenee oF & Mika! Sidonivtte Laond
s, FREAT R (AT 2001,

[15] =) 12 Wnm.  hareg U, Kuang. 3,4, 1 L Gl Sham 3013, T4, 1268
1271 bl Mukhopadhyay, PR Tapaswl B J, Buldses ey iecal,
Chwer: 200, & ATLA-A726; tLF-F Yony ¥-C Tea, S-H Tay 3, Y-H, Tary,
B Lim, ]E.tn.'.'ln'r.'.:un Lo 2087, 52, 1167 1e2, di 5 L=, L Thoo, dew
4 Cheerr 201A, 84 25930 J5lp el ¥ Warg, FWia, L Wong To0 K
Shs, Chern. S0 2000, 25 BT - mAs ] )L Peng. WL e O fnng, |
HUL L Feni. B Wang, ¥ Wand, L ke b tha, Chen 20T, 26, T16-
T8 gl K-Swapna 50N Muitty YOV DL Magagwar, furod G, Chem,
2010, 8578 -Se84: 0N L1 D, 'l':x‘ny. 0 Jiang, Ho T, Greswii - Chasri, 20010,
e aaed - NAgT T EAL Uk, J P Ve R F Geming, C Bnlm, s Theris
M, 1A Al Lang FOLL % Taow Sng Gt Q0GR E, 34
307 W), Ergeidedraasen, 8 Shimpukade, 1 Uhen; Sreen Chém,
2013 15 33E-34 DR 2w L Se Lo Huang, 2 S3en J) Wang H
o, Yo Wan, Ere G Gig Oty 2008, B35-8427 il S Bdlge ML
Skilverg, M, Laibed L Covide Sl 2007, % 202090 b A s, WA
Fhang, BT Chadg, | Warg, LS Wei, ¥ Ghi, Z-5 Chen, & g
heme 20TV, A 1IR3 NMEL a2 CQuan, W Yiso 2 Fhang, ¥ T X
Waniy Chim o Shem, 2013, 28, 501 =405

[16] 28 Duaan, 0Ky, £ Zharnd, Y-8 D&, Ha Wang, Teliatediod- 2003, 69
o1 - 54T,

017 =0 Quary, HeD, ¥ia, T Targ, vo Do, KO Wimg, Tetmtertorn 2003,
50, HIGH d3Fa.

[ B Bk B Barf, | Sl Chee, Camaniin, 20070 a6, 4517

[15) 5 % Guehbal, A, L Chandaude: G, Privadambant, o O, Chaol, 2013,
77, 44384444,

£20] A Morepes, W Catd, T, Ciminale, P Culuarss, © Aiaeslicl, B Golli, A
Macei, & g, Therre 2000, 75, 28003911,

117 M, Anand, T Chanda, & Kooy, 5 Oy, b, 5, Singh, 850 Adv 2013,
1, s BB,

[22] 20 M8 Gawtands, & Saseam), 55 Felsin, | AR K Huand, 0 SV,
¥ Lo, B Zbocl M, 5 vanmna, Coeos, fee 2016, 118, 3FZ2-3617: Ly AT
Hajigiour, B Durdatiar, F Jafise. Mo Mahdasl, Appl Svganseies Chen,
2014, 24, fne-F1

[ 2 M E.‘ll':i:x@nn, I Rrheshtian, B8, Landame, Mater lefe 3HHE 255
1410 L Mandal, & Slewis 5 Chibiy ¥ Zhael 520 Koo 2015 4, R,

39

Rrermaireds lune 15, 2006
Putlistd caline on October 28 20016

& 20 Wil W Wierlag RrmH WS, Haad, Waskthdim



Chapitre 4. Formation de liaisons C-N en milieu micellaire

Comme mentionné précédemment, notre systeme catalytique (Cu(OTf),, dipivaloylméthane, D-
glucose, t-BuONa) ne s’est pas montré efficace pour les autres classes d’amines (amines secondaires,
amides, carbamates, anilines et NH héterocycles). Alors que ce travail était en phase de review,
I’équipe du Dr. Bishnoi*™* a publié la N-arylation des amines secondaires, des anilines et des NH
hétérocycles dans un milieu micellaire (TPGS-750-M). En absence de ligand, la réaction entre le
bromobenzene et la morpholine (Tableau 30) a permis aux auteurs d’isoler le produit N-arylé avec un
rendement de 70% a 25 °C en utilisant comme catalyseur du Cul. La préparation de nanoparticules de
Cul (Cul Np) permet de baisser la charge de catalyseur de 3.5 mol% tout en augmentant le
rendement de la réaction de N-arylation (entrée 2).

(o]
Br HN/ﬁ Source de Cu, NaOH (3 &Ju' | Q
o

] TF=sE 7353 W (2 %), ta, 4.5h

Entrée  [Cu] (mol%)  Rdt (%)
1 Cul (15) 70 (0)
2 Cul np (3.5) 92

e e . . . . T . . 31
Tableau 30. Optimisation de la réaction entre le bromobenzene et la morpholine en milieu micellaire

1

Cependant, au laboratoire (2 expérimentateurs différents), nous n’avons pas été en mesure de
reproduire leur expérience utilisant Cul : aucune trace de produit n’a été observée en HPLC. C'est
pourquoi nous avons souhaité poursuivre notre effort en nous intéressant aux autres classes
d’amines et en particulier les amides. Pour ce faire, nous avons utilisé la réaction modele mettant en
jeu le 3-iodotoluéne avec le 4-methoxybenzamide (Schéma 44). Nous avons étudié I'impact i) du
ligand, ii) du ratio cuivre/ligand, iii) du réducteur, iv) de la température de réaction, v) de la source de
cuivre et vi) de la nature du surfactant.

(o]
! Source de cuivre, Ligand, Réducteur
Base
+ HN >
'l =1-P1 (2%), 25-50°C, 16h 0
OMe
(o]

NZ \ .
W . S EH° Sytéme catalytique
| N | ; N OH
Z

s o optimisé :

OMe

ZT

Ligands L1 L2 L3 L4 L5
H
N N O’ O’”\ CuBr, (10 mol%), L10
HO >~ H g K (10 mol%), D-glucose
L6 L7 L8 L9 L10

(10 mol%), tBuONa (2

Cu: CuSQO4.H0, Cu(OTf),, CuBrp Cu(NO3), CuO, CuCly CuFe03 equiv.), TPGS-750-M

:i::::lri :Zf,‘cs’ssc,;luween, Triton, Solutol, Brij, 1'% ="Il &, TPLEIGLY (2%), ta, 24h.
Schéma 44. Réaction modeéle pour le développement d'un systéme catalytique applicable aux dérivés d'amides

Ce travail a permis de développer un nouveau systéme catalytique constitué d’un sel de Cu(ll) : CuBr,
(10 mol%), d’un réducteur : le D-glucose (10 mol%), du ligand : trans-diméthyl-cyclohexyldiamine (10
mol%) et d’'une base: t-BuONa (2 équiv.). Cette étude a mis aussi en avant l'importance du
surfactant (aucune réaction n’est observée dans I'eau pure), car le rendement de la réaction est
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fonction de la nature de ce dernier. Avec le TPGS-750-M le rendement est optimal (84%) alors
gu’aucune réaction n’a été observée avec le NOK.

Contrairement aux amines primaires, aucune réaction n’a été observée lorsqu’un aryle bromé est mis
en jeu. Cependant, notre systéme catalytique fonctionne a des températures quasi-ambiantes (25-
50°C) et s’est montré tres versatile : il est efficace au départ d’amides aliphatiques, aromatiques ou
hétéroaromatiques mettant en jeu des aryles ou hétéroaryles iodés diversement fonctionnalisés.
Notre systéme catalytique est aussi adapté aux carbamateset ainsi donne accés aux dérivés
d’anilines. La présence d’'un phénol libre n’est pas tolérée, un moyen efficace pour contourner ce
probléme a été de le protéger par un MOM. Enfin, nous avons également entrepris avec succés la N-
arylation de NH hétérocycles (pyrroles, pyrazoles, indoles et indazoles). 72 exemples ont été réalisés
pour montrer la grande versatilité de notre systéme catalytique avec des rendements compris entre
43 et 95%. Le Schéma 45 illustre quelques représentants de molécules préparées par cette méthode.

5P oY o o SjYQ

94% 70%2 63%2 92% XXX%

o @*3 Py 7

n=0:79%>¢ 69%° 70%:2 71%2 63%
n=1:67%

CN

l,\l/ — — ',\j/
N/ N N N
\0/©/ [; - /©/
86%* 80%32P 74%3b 43%30 68%20

Schéma 45. Exemples de N-arylations de dérivés d'amides et de NH hétérocycles en milieu micellaire

®Réalisée 4 50°C, ®Utilisation de TPGS-750-M (5%), “Utilisation de 3 equiv. de nucléophile, dUtilisation de 5 equiv. de
nucléophile.
Enfin, notre méthode a conduit a un intermédiaire avancé pour la préparation de |'AZD-7594
actuellement en cours de développement actif (Phase Il) pour les maladies pulmonaires obstructives
chroniques (MPOC). Dans nos conditions standard, seulement 54% du N1-aryl indazole attendu a été
isolé apres la purification. A c6té du produit de départ, nous avons également observé la formation
d'une petite quantité de son régioisomeére, le N2-aryl indazole avec une sélectivité N1 / N2 de 1:6.
L'ajout d'un solvant organique (THF) au mélange réactionnel, comme I'a récemment décrit le Dr.
Gallou,* a été la clé du succés. La présence d'un co-solvant canalise les composants réactifs du
systeme entre I'eau et I'intérieur micellaire lipophile, jouant a la fois le réle d'augmenter légerement

313

la solubilité, le taux de dissolution et la taille de la micelle.”™ Sous ces nouvelles conditions, le produit

N-arylé attendu a été isolé avec un rendement de 87% (régioisomere N2 : 13%).
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wercdilizg shaedian::. 56% .
avec 20% d=TH™. 87% £EZD TROY

Schéma 46. Synthése d'un intermédiaire avancé dans la synthése de I'AZD-7594

“Arl (1.0 equiv.), HetNH (1.2 equiv.), CuBr, (10 mol%) ; L10 (10 mol%), D-glucose (10 mol%), t-BuONa (2.0 equiv.), TPGS-750-
M (5%), 50 °C, 24h ;bavec 40% de THF.

Dans une derniére partie de notre travail, nous avons développé une procédure plus verte pour
récupérer les composés solides finaux par précipitation.

La démarche que nous avons effectuée ainsi que les résultats obtenus au cours de ce travail de
méthodologie sont présentés dans I'article suivant :

Efficient and mild Ullmann type N-arylation of amides, carbamates and azoles in water

Maud Bollenbach, Pedro G. V. Aquino, Patrick Wagner, Jodo Xavier de Araujo-Junior, Jean-Jacques
Bourguignon, Frédéric Bihel, Christophe Salomé, Martine Schmitt

Chemistry — A European Journal, en révision.

Les annexes et la partie expérimentale sont disponibles respectivement en 269Annexe 4, page 269 et
dans la Partie expérimentale, page 467436.
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4. Conclusion
Dans ce chapitre nous avons développé 3 nouveaux systemes catalytiques efficaces en milieu
micellaire.

Le premier systéeme catalytique mettant en jeu le palladium s’est avéré universel a toutes les classes
d’amines avec une bonne tolérance envers des groupements fonctionnels fragiles. Nous avons établi
une preuve de concept de cette méthodologie « verte » en préparant un médicament qui a permis
de diminuer d’un facteur 14 I'impact environnemental (facteur E de 205 pour la compagnie Abbott
contre 15 avec notre stratégie en milieu micellaire). Ce travail nous a permis d’établir une
collaboration avec SpiroChem. Dans ce cadre, une petite chimiotheque d’oxétanes amines arylés a
été préparée. Ces composés sont des nouvelles entités chimiques (NEC) qui pourront présenter une
plus-value attractive pour la société.

Nous avons aussi pour la premiére fois transposée la réaction d’Ullmann dans I'eau et avons mis au
point 2 nouveaux systémes catalytiques permettant de réaliser les réactions de N-arylation a
température quasi-ambiante pour différentes classes d’amines (Figure 112). Nous avons montré le
role crucial du D-glucose dans cette réaction. L'utilisation du D-glucose comme agent réducteur est
peu décrit dans la littérature : a notre connaissance, seules 3 exemples ont été publiés. Le premier
exemple a mis en jeu le D-glucose dans une réaction multicomposante afin de former des dérivés

314+ |e second dans ’'homocouplage de dérivés d’aryles®™ ; et le troisieme

d’imidazoles en « one-pot »
dans la formation de quinolines impliquant une réaction en cascades en 3 étapes.**® Il est a noter que
le D-glucose est un additif idéal pour la chimie verte, car il est abondant sur terre et non-toxique.

R
Cufll}, Ligand, D-Glucose :

|
@ " . e FBubNA @ ""‘R.
Au TPGS-TS0-M {2 win}

28-50°C, 24h

K=Er =1
" n
; T o
meape . Fl"JL"Hu. q“ﬁ:"u"‘r.n_ i
G0-=Ridis=90% S Hdte-=B54
43 Exemples 72 Exermples
Syeteme Cuf{OTT),, CuBr;,
caialytigue: dipivalcyimeathans trans-dimethyi-1, 3-eyolohexyidiamine
L] o u
P
et ®
"\H.-"

Figure 112. 2 systémes catalytiques mis au point pour des N-arylations en milieu micellaires en utilisant du cuivre

Enfin, au cours de ce projet, nous avons été contactés par plusieurs entreprises (Oril Servier,
Novartis, Spirochem) intéressées par cette nouvelle méthodologie. Nous avons en particulier
collaboré avec Spirochem et avons fourni une chimiotheque (environ 46 composés) de N-
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aryloxétanes. D’autre part, dans le cadre de ma quatrieme année de thése, j'ai eu 'opportunité de
réaliser un stage de 6 mois au sein de Novartis sous la direction du Dr. Fabrice Gallou afin de
poursuivre la recherche sur les réactions en milieu micellaire. Je me suis en particulier intéressée a la
formation de benzophénone asymétrique au départ d’'un dérivé d’acide carboxylique en « one-pot ».
Pour ce faire, une réaction de Suzuki-Miyaura est réalisée sur |'acide carboxylique préalablement
activé, comme illustré dans le Schéma 47.

(o] (o] (o]
—_— Suzuki-Miyaura
Activation Pd. Base
A oH —» (N OActivé > N X
Riqr R R | =R
F F F

Schéma 47. Formation de dérivé de benzophénone asymétrique au départ d'un acide carboxylique
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Conclusions et perspectives

La douleur neuropathique est une maladie chronique et handicapante pour le patient. A I'heure
actuelle, il n’existe pas de traitement spécifique et efficace a ce type de douleur. C'est pourquoi,
nous avons suivi deux approches, I'une phénotypique (inhibiteur de la surproduction TNFa) et I'autre
moléculaire (inhibiteur de PDES5), afin de rechercher de nouveaux outils pharmacologiques originaux.
Pour ce faire, mon projet de recherche s’est articulé autour de deux grands axes :

1. Nous nous sommes, dans un premier temps, intéressés a la conception et a la synthese
d’inhibiteurs de la surproduction du TNFa au départ de 2 hits identifiés par criblage phénotypique.

2. En paralléle a ce travail, nous nous sommes également intéressés a la conception et a la synthese
d’inhibiteurs de PDES.

Pour ces différentes familles de composés, nous avons entrepris des études de relation structure-
activité et avons mis en place différentes collaborations pour la preuve de concept in vivo. D’un point
de vue stratégie de synthése, la préparation de ces composés met en jeu des réactions de couplages
métallocatalysés, en particulier des réactions de Buchwald-Hartwig. Ainsi, nous nous sommes
intéressés a la mise au point de ces réactions dans des conditions micellaires, plus douces (basse
température) et respectueuses de I'environnement (utilisation d’eau comme solvant). Ce programme
de méthodologie a fait I'objet d’un troisieme axe de recherche.

Dans la premiére partie, nous avons synthétisé une soixantaine de dérivés du RF 1431 (1b). Ces
composés ont été testés in vitro par la plateforme PCBIS sur un test cellulaire pour évaluer
I'inhibition de la surproduction du TNFa et d’IL1B. Certains de ces composés ont montré une bonne
inhibition de la surproduction du TNFa (IC5, de I'ordre du uM). De plus, certains de ces dérivés
présentent une sélectivité vis-a-vis d’'IL13 (une autre cytokine pro-inflammatoire) et ne sont pas
cytotoxiques. Parmi ces composés, deux dérivés ont été testés in vivo sur le modeéle murin de
douleurs neuropathiques (collaboration mise en place avec Michel Barrot) et se sont avérés efficaces
par voie orale (100 pg/kg). Cependant, a I'heure actuelle, la (ou les) cible(s) responsable(s) de
I'inhibition de cette production de TNFa est encore inconnue(s) et des études complémentaires sont
actuellement en cours au laboratoire. Les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
pour les composés le plus actifs restent également a déterminer. Ce projet est actuellement financé
par la SATT CONECTUS et un brevet sera déposé d’ici fin 2017.

Dans la seconde partie, nous avons synthétisé une trentaine de dérivés du RF 0913 (2a). Ces
composés ont également été testés in vitro par la plateforme PCBIS sur un test cellulaire pour évaluer
I'inhibition de la surproduction du TNFa et d’IL1B. Malheureusement, toutes les substitutions du
phényle conduisent a des produits cytotoxiques. Seule la cyclisation de la liaison hydrogéne
intramoléculaire, conduisant au dérivé de dihydroquinazoline 48k, a conduit a un composé non-
cytotoxique présentant une activité inhibitrice équivalente a notre composé de référence (RF 0913,
2a). Ce produit a été testé in vivo sur des modeles murins d’inflammation pulmonaire (en
collaboration avec Nelly Frossard) et de douleurs neuropathiques (en collaboration avec Michel
Barrot). Il s’est avéré actif dans les deux modéles a une dose de 10 mg/kg. Lors de notre recherche de
la cible moléculaire impliquée, nous nous sommes intéressés a la voie du NF-kB et, plus
particulieremen,t a la kinase MSK1 en collaboration avec Nelly Frossard. Bien que notre composé de
référence, le RF 0913 (2a), n’est pas actif vis-a-vis de cette kinase, son homologue structurale, le

RF 0522 (46a) a montré une inhibition prometteuse. La quarantaine de dérivés synthétisés autour du
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RF 0522 (46a) a été testé par la plateforme PCBIS sur un test enzymatique pour mesurer I'activité
inhibitrice de MSK1. Certains de ces composés ont montré une bonne inhibition de MSK1 (de I'ordre
du submicromolaire). Parmi les molécules synthétisées, nous avons testé in vivo le dérivé le plus
« drug-like » et présentant une bonne solubilité aqueuse sur des modeles murins d’asthme et de
bronchiolite oblitérante (en collaboration avec Nelly Frossard). Bien que le composé soit inactif sur le
modele de bronchiolite oblitérante, il présente une activité prometteuse sur le modéle d’asthme.
Etant donné, que de maniere générale, les produits issus de ces séries chimiques ont montré des
signes apparents de toxicité chez I'animal a des doses supérieures a 10 mg/kg, il a été choisi de
stopper ces projets. Toutefois, il serait intéressant de recherche la (ou les) cible(s) impliquée(s) dans
I'activité biologique du RF 0913 (2a) et de réaliser une étude de profiling des kinases pour les
composés les plus actifs.

Dans la troisieme partie, nous avons synthétisé environ 90 dérivés du MY 5445. Ces dérivés ont été
testés in vitro par notre partenaire Claire Lugnier. Certaines de ces molécules ont montré une
inhibition micro- voir submicromolaire sur PDES5. Afin de sélectionner les produits a tester in vivo,
une étude de stabilité en milieu acide a été réalisée. Apres cette étude, deux molécules ont été
sélectionné et testé sur le modele murin de douleurs neuropathiques de notre partenaire Michel
Barrot et se sont montrés actifs aprés 10 jours de traitement et ce méme a une faible dose de 0.5
mg/kg.

Enfin, dans la quatrieme partie, nous nous sommes intéressés a la formation de liaisons C-N en milieu
micellaire. La réaction palladocatalysée de type Buchwald—Hartwig (formation de liaisons C-N) est
aujourd’hui 'une des méthodes les plus utilisées en chimie fine ou pharmaceutique pour accéder
et/ou introduire de la diversité sur des « buildings blocks ». Cette réaction est encore plus attractive
aujourd’hui du fait de la découverte de ligands plus efficaces permettant d’introduire une plus large
panoplie d’amines et/ou amide sur des aryle- ou héteroaryle-halogénures. De maniére
conventionnelle, cette réaction se fait dans des solvants organiques sous chauffage. Malgré les
nombreuses tentatives pour développer cette réaction a plus basse température, I'utilisation de
solvants organiques va a I’encontre des 12 principes de la chimie verte. En 2008, Lipshutz et al. ont
démontré la viabilité de tensio-actif dans I'eau avec formation de nanomicelles, conduisant a un
milieu lipophile. En particulier, le polyoxyethanyl-a-tocophérol succinate (TPGS-750-M) est un
amphiphile non ionique dérivé de la vitamine E et permet de réaliser des réactions de couplage tels
gue la métathese, les réactions de Suzuki-Miyaura, Heck et Sonogashira. Plus récemment Lipshutz a
étendu le champ d’application des surfactants a la réaction de Buchwald-Hartwig, cependant cette
réaction a été décrite qu’au départ d’'amines aromatiques. Nous avons ainsi fortement amené notre
contribution en mettant en lumiére un systeme catalytique « universel » compatible a toutes les
classes d’amines. Ce travail a donné lieu a une collaboration industrielle avec Spirochem (ETH, Zurich)
autour des N-aryloxetamines. Par la suite, nous avons également transposé un premier prototype
d’une réaction d’Ullmann dans I'eau micellaire mettant en jeu des amines primaires aliphatiques.
Nous avons en particulier mis en évidence I'importance du D-glucose comme réducteur du Cu(ll) qui
permet de réaliser la réaction a température quasi-ambiante. Par la suite, nous avons développé un
nouveau systéme catalytique au cuivre(ll)/D-glucose au départ d’amides, de carbamates et de NH
héterocycles. Fort de notre succes, nous cherchons actuellement a développer d’autres
transformations chimiques dans le milieu micellaire toujours en présence de cuivre (cyanation,
réactions de Finkelstein, formation de liaisons C-C, CH activation, etc).
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Annexe 1

Solubility Test using HPLC/UV

In order to determine the solubility concentration of a sample using HPLC/UV, a standard curve for
each compound was prepared from known concentration in DMSO (4.0, 1.5, 0.40, 0.15 and 0.040
pmol/mL). The AUC (area under the curve) were measured at the maximum absorbance: A = 203 nm
for 5-phenyl-3-chloropyzidazine and A = 200 nm for 6-phenyl-3-chloropyridazine. The equation of the
line was then used to calculate the product concentration from the absorbance of the sample. 3.00
mg of the probe was introduced in an eppendorf tube. 600 pL of a saline solution (9 mg of NaCl
dissolved in 1 mL water) was added into the eppendorf. The solution was then stirred for 24 h at
room temperature on an oscillating plate. In order to improve the agitation, a little magnetic stirrer
bar was added. The mixture was then centrifuged. 3.00 uL of the supernatant was analyzed by HPLC.
The solubility of each sample was then obtained using the equation of the calibration curve: 0.067
mg/mL for the 6-phenyl-3-chloropyridazine and 0.255 mg/mL for the 5-phenyl-3-chloropyridazine.

Solubility test in water of the 6-phenyl-3-

chloropyridazine
y = 5E-08x - 6E-07
R?=0,9842

g

1,80E-05

1,60E-05

1,40E-05

1,20E-05

1,00E-05

8,00E-06

6,00E-06

4,00E-06

quantity injected (mmol)

2,00E-06 /

0,00E+00 &

50,0000 100,0000 150,0000 200,0000 250,0000 300,0000 350,0000 400,0000
AUC

-2,00E-06 ~
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1,60E-05
1,40E-05
1,20E-05
1,00E-05
8,00E-06
6,00E-06

4,00E-06

Quantity injected (mmol)

2,00E-06
0,00E+00

-2,00E-06

Solubility test of the 5-phenyl-3-

chloropyridazine
y = 5E-08x - 4E-07
R2=0,9832
.4
L 4
a,o/
50,0000 100,0000 150,0000 200,0000 250,0000 300,0000

AUC
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Annexe 2

TFigure a: Impact of some surfactants on the etficiency of the arvl amudation reaction:
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Atom economy

malecular mass of desired produet « 100%

atom economy =
molecular mass of all reactants

Mew process Ahbott
W process
MW
5-bromeo-Z-furanoic acid 138 5-bromeo-2-furanoic acid 138
iFrH g0
HOET 152 Na,COs 106
ECCI 182 4-chlorobenzyiboronic 312
acid (2 eq)
DNIF 73 CH.TI, 34
4-chlorokenzylboronic acid 158 Cxalyl chliarice 127
CHACl 24
1-bromo-3,5-dimethoxybanzens 215 3.5-dimethoxyaniiine 153
Et,N 101
Total 926 Total 1165
22 357 22 357
Atom economy A57a26=328%, Atom economy 357/11R5=30
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Abbott process for 5 mimaol

Annexes

Reactanis/Resgents Miass
S-hromo-Z-furanoic acid 1.00g
4-chlorephenylboronic acid D977z ¢
PdACly| FPRs s 0.112g
iFroH 37.0g
Ma.Ca, 278
Ethylacetate BOg
Dichioramethane (1] Sog
Cxalyl chloride O.760g
3. 5-dimethouyaniline Oabdg
EtsM 12g
Dickioromethans (2] 15z
Total 19Cg
LCompound 22 0.924=2
Total waste for 1 pof 22 205p

E factar
Wagner et af process for LO mmal

=120/0,224 = 205

Reactants/Reapents Mazs
S-broma-2-furancic acid 2.0g
HOBT.NH3 2.3e
ELC Z2.4g
CIF 9.5g
Catalyst 0123
Et:M 28g
4-chlorophenylbarenic acid 2B
tBukPhos (.14p
lemmamyl|PACl); catalyst 0.04p
1-Bromo-3, 5-dimethexybenzans 20g
MNal-tBu 1.1g
Tezal for 10 rmmal of Sk 255
Compound 22 p 7
Total waste for L gof 22 i5g
Efactor =25.5/1.7=15
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Annexe 3

General procedure for the calibration

In order to determine the yield of the model reaction, a standard curve for the target product 3b and
benzophenone (external standard) was prepared from known concentration in DMSO. The AUC (area
under the curve) was measured at the maximum absorbance: A =210 nm for 3b and A = 254 nm for
benzophenone. The equation of the line was then used to calculate the yield.

The aqueous phase was extracted 2 times with 3 mL of ethyl acetate. The organic phases were
combined and dried under vacuum. The crude product was dissolved in 10 mL of a solution of
benzophenone in DMSO (50.4 mg/mL). 40 pL of the solution was taken and was dissolved in 1 mL of
MeOH. 3 pL of the new solution was injected in HPLC leading to the yield.

Calibration curve of 3b at 210 nm
120 -

100 -

80 -
y = 1E+07x
60 - R2=0,9977

40 -

Peak area

20 -

O T T T T 1
0,00E+00 2,00E-06 4,00E-06 6,00E-06 8,00E-06  1,00E-05

mmoles injected

Calibration curve of benzophenone at 254 nm
100 -

80 -

60 -

y = 2E+07x

40 R?=0,9958

Peak area

20

0,00E+001,00E-062,00E-063,00E-064,00E-065,00E-066,00E-06

mmoles injected
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Figure S1: Screen of reducing agents

5 Cu(ll) (10 mol%), L1 (20 mol%)
- Br Reducting agent (10 mol%)
+ ©/\/\NH2 NaOt-Bu (2 equiv.)

ZT

TPGS-750-M (2 wt%)
rt or50 °C, 24 h

100 -
76
80 A
g
2 60 A
(%]
k]
]
s 40 A
20 A
0 0 0
0 - — —
50°C rt 50°C rt 50°C rt 50°C rt 50°C rt 50°C rt 50°C rt | 50°C rt 50°C rt 50°C rt
NaAsc TCEP Hydro- D-Glucose D-Fructose | D-Galactose NaAsc D-Glucose NaAsc D-Glucose
quinone
Cu(OTf)2 CuBr2 Cu(NO3)2

®Reaction conditions: Cu(OTf),, CuBr, or Cu(NOs), (10 mol%), L1 (20 mol%), reducing agent (10 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene
(1 equiv.), 3-phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), 50 °C or rt, 24 h. b Average vyield of 2 experiments. © Yields were
determined by HPLC/UV using benzophenone as an external standard.

Figure S2: Influence of the reducing agent molar ratio

Cu(OTf), (10 mol%), L1 (20 mol%)
Br D-Glucose (x mol%) H
NH,  NaOtBu (2 equiv.) N
.
TPGS-750-M (2 wt%)
rt, 24 h

1b 2 3b

100 "
80
70
60
50
40
30
20
10

Yields®< (%)

-
0 5 10 20 50
mol% of D-Glucose

®Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (x mol%), L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt, 24 h. "Average yield of 2 experiments. Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.
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Figure S3: Impact of the bases on amination

Cu(OTf), (10 mol%), L1 (20 mol%) \/\/@
D-Glucose (10 mol%) H
/\NHZ Base (2 equiv.) N

TPGS-750-M (2 wi%)

rt, 24 h
3b
100
84
90 79
80 69
X 70
3 60
]
o 50 41
= 35
40
30
2 12
10 0 0 0 0 - 0
0 - - - - - -
K3PO4 K2CO3 KOH  KOtBu Na2CO3 NaOH NaOtBu Cs2CO3  CsOH KF BTPP  DABCO

®Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), L1 (20 mol%), D-glucose (10 mol%), base (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt, 24 h. bAverage yield of 2 experiments. “Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.

Figure S4: Impact of the substitution of the 8-diketon ligand

o O
Cu(OTf), (10 mol%), RJJ\/ILR (20 mol%)
Br D-Glucose (10 mol%) H
©/\/\ NH, NaO#Bu (2 equiv.) N
.
TPGS-750-M (2 wt%)
1,24 h
1b 2 3b
100 84
80
< 57
< 60
-QV)
i)
< 40
>
20
-
0
L1 L2 L3
\{)?\)(L{/ )?\/ﬁ\ i i
L1 L2 L3

®Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10 mol%), ligand (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt, 24 h. "Average yield of 2 experiments. Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.
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Figure S5: Impact of the variation of the Cu/L ratio

Cu(OTf), (x mol%), L1 (x mol%)
Br D-Glucose (10 mol%)
NH, NaO¢Bu (2 equiv.)
¥
TPGS-750-M (2 wt%)
rt, 24 h

ZT

1b 2 3b

100 84
90
0 s
60
50 35
40
30
20 3
10

Yieldst< (%)

1:1 1:2 1:4
Ratio Cu:L

m10% Cu m5% Cu

®Reaction conditions: Cu(OTf), (x mol%), D-glucose (10 mol%), L1 (x mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt, 24 h. "Average yield of 2 experiments. Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.

Figure S6: Influence of the surfactants

Cu(OTf), (10 mol%), L1 (20 mol%)
Br D-Glucose (10 mol%) H
NH,  NaOtBu (2 equiv.) N
"
Surfactant (2 wt%)
rt,24 h
1b 2 3b

100
80
S
3 60
'nm
]
° 40
>
20
0
SISO\ NG S NS SHES MR R o
S Y N
Q(:) Q;‘) (\.0
B\ K <
Surfactants

®Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10 mol%), L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), surfactant (2 wt%), rt, 24 h. bAverage yield of 2 experiments. “Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.
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Figure S7: Influence of the percentage of TPGS-750-M

Cu(OTf), (10 Mol%), L1 (20 mol%)
Br D-Glucose (10 mol%) H
©/\/\NH2 NaOt-Bu (2 equiv.) N
+

TPGS-750-M (x wt%)
rt, 24 h

1b 2 3b

100
80 84

76 78
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60

Yieldsb<

40

20

0 0,1% 1% 2% 5%
% of TPGS-750-M

°Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10 mol%), L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (x wt%), rt, 24 h. "Average yield of 2 experiments. “Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.

Figure S8: Influence of air versus argon

Cu(OTf), (10 mol%), L1 (20 mol%)
Br D-Glucose (10 mol%) H
. ©/\/\NH2 NaOtBu (2 equiv.) N
TPGS-750-M (2 wt%)
rt or 50 C, 24 h
1b 2 3b
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84
76 75
80
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& 60
.n:n [ | 50°C
3 40
m o
£ m25°C
20
0
W/Ar Ar

®Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10 mol%), L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt or 50 °C, 24 h. "Average yield of 2 experiments. “Yields were determined by
HPLC/UV using benzophenone as an external standard. W/Ar : without argon.
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Additional experiments : Mechanism proposals

Cu(ll) (5-10 mol%), L1 (20 mol%)
Br L' ZlLezze (10 mol%) H
. NH,  NaOtBu (2 equiv.) N
P hL L (2 wit)
1b

rt, 24 h

2 3b
Might the induction period suggest the formation of nanoparticules as the true catalyst?

1- The first experiment consisted to stir together the Cu-catalyst, Ligand, NaOt-Bu and D-glucose in
TPGS-750-M (2 wt%). After 6 hours (time of the latency period) the aryl bromide (3-bromotoluene
1b) and the amine (3-phenylpropylamine 2) were added and the reaction was monitored over time
by HPLC. Under those conditions, the yield of the N-arylated compound was 2% after 3 h and 57%
after 16 h as illustrated in Figure S9 (red curve). As the reaction didn’t start immediately after the
addition of the reactants, we can conclude that the nanoparticules are not formed during the latency
period under our conditions at rt.

Second
addition : R1NH2{_~;;&%
+ MI'BW[ Y
‘i HPLC
6h _monitoril;lg
Cu(ll) + L + Cu() Np ? | =/ . . .
D-glucose 0 6 12 18 24
+ Base 1\ Time (h)

Second addition: t=0

=—t—Model reaction == Experiment1

Figure S9. Hypothesis of formation of copper nanoparticles.

®Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10 mol%), L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt. bAverage yield of 2 experiments. “Yields were determined by HPLC/UV using
benzophenone as an external standard.

2- Preparation of nanoparticules (Np)

In a second approach, we prepared first two different types of nanoparticules Cu,0 Np[l] and Cu Np[z]
according to literature data. We also purchased a commercially available Cu(ll) Np (CuFe,0,).
However, starting from nanoparticules as the copper catalyst, no reaction or only a modest yield of
12% was observed for the model reaction at rt (Table S1, entries 1, 3 and 5). By another hand,
addition of D-glucose improved considerably the yield of the reaction (73% to compare with 0% with
Cu,0 Np and CuFe,0,4 Np, entries 4 and 6; and 54% to compare with 12% with Cu Np, entrv 2).
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Table S1. Screen of copper nanoparticules with and without reducing agent

Entry E:talyst Np Loading Szg:tcing T(°C) Yield® (%)
1 Cu 10% - 25 12

2 Cu 10% D-glucose 25 54

3 Cu,0 5% - 250r50 0

4 Cu,0 5% D-glucose 25 73

5 CuFe,0,4 10% - 25 0

6 CuFe,0, 10% D-glucose 25 73

®Reaction conditions: Cu Np (5 or 10 mol%), [D-glucose (10 mol%)], L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-
phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt, 24 h. bAverage yield of 2 experiments. Yields were determined by HPLC/UV using

benzophenone as an external standard.

Finally, we realized a kinetic study of our model reaction using CuFe,0, Np with and without D-
glucose at rt (Figure S10). As illustrated in the Figure S10, using CuFe,0, Np as catalyst without D-
glucose, no reaction was observed (red curve). But, with the addition of D-glucose, the reaction is
efficient with however a latency time of 8 hours (green curve) against 6 hours with our model
reaction using Cu(OTf), (blue curve).

All those experiments did not support the formation of nanoparticules during the latency time, but
highlighted the critical role of D-glucose.

100
90
i /A
70
X 60 e=pe= Cu(OTf)2/L1/D-
;-‘;? 50 Glucose/rt
@ 40 4= CuFe204/D-
> Glucose/rt
30
20 e=fll= CuFe204/rt
10
A
0 MikAh—— u, |
0 4 8 12 16 20 24
Latency Time (hours)
time

Figure S10 : Kinetic of the reaction using CuFe,O, Np. “Reaction conditions: Cu(ll) (10 mol%), [D-glucose (10 mol%)], L1 (20 mol%), NaOt-Bu
(2 equiv.), 3-bromotoluene (1 equiv.), 3-phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt. bAverage yield of 2 experiments. “Yields
were determined by HPLC/UV using benzophenone as an external standard.
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Might the induction period suggest the slow formation of the active chelated copper complex at
rt?

For a better understanding of the overall process and to propose a reasonable mechanism, we
performed different experiments at rt.

1- The first experiment consisted to stir together the amine (phenylpropylamine 2), Cu-catalyst,
Ligand, NaOt-Bu and D-glucose in TPGS-750-M (2 wt%). After 6 hours (time of the latency period)
the aryl bromide (3-bromotoluene 1b) was added and the reaction was monitored over time by
HPLC. Under those conditions, the yield of the N-arylated compound was 22% after 3 and 57%
after 16 h as illustrated in Figure S11 (green curve).

Second
addltlon o
ArylBr Y HPLC
/7o monitering
Eh L [
ek & pre——, |/ = . G""E;l"'g el
cu(lnX « L | ==> e | == gl = 2 sl
+ D-gluy + | D..-f 2 L "-j-._ },'- HI':
=BLUONa A TRy B

Transmetallation step to form a chelated copper(l) intermediate A.

2- The second experiment consisted to stir together the aryl bromide (3-bromotoluene 1b), Cu-
catalyst, Ligand, and D-glucose in TPGS-750-M (2 wt%). After 6 hours (time of the latency period)
the amine (phenylpropylamine 2) and NaO-tBu was added and the reaction was monitored over
time by HPLC. Under those conditions, the yield of the N-arylated compound was 0% after 3 h
(comparable to 9 h on the model reaction) and 2% after 16 h (comparable to 22 h on the model
reaction) as illustrated in Figure S11 (purple curve).
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Oxydative addition of the aryl halide to copper to form a copper(lll) intermediate C.
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Figure S11. Mechanistic pathways study. *Reaction conditions: Cu(OTf), (10 mol%), D-glucose (10 mol%), L1 (20 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.),
3-bromotoluene (1 equiv.), 3-phenylpropylamine (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), rt. bAverage yield of 2 experiments. “Yields were
determined by HPLC/UV using benzophenone as an external standard.

All those experiments support the formation of the intermediate A, before the oxidative addition
(Figure 5) D-Glucose

II
Glucono delta-lactone
NH2R1 t.BuONa

NHR1

+BuOH
K\O X=Br orTfO o
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Figure 5. Proposed mechanism of the copper cross-coupling reaction in presence of D-glucose
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Figure S1: Screening conditions studies®
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CuSO, (x Mol%), L (x mol%) o
I42-Judrig agent (x mol%),
NaOt-Bu (2 equiv.)

TEGR-TILLA (2 wit%)
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®Reaction conditions: CuSO, (5-10 mol%), L8, L9 or L10 (5-20 mol%), reducing agent (5-10 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-iodotoluene (1
equiv.), 4-methoxybenzamide (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), 50 °C, 20 h. bAverage yield of 2 experiments. “Yields were determined by

HPLC/UV using benzophenone as an external standard.

Figure S2: Impact of the leaving group®
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®Reaction conditions: CuBr, (10 mol%), L10 (10 mol%), D-glucose (10 mol%), NaOt-Bu (2 equiv.), 3-halogenotoluene (1 equiv.), 4-
methoxybenzamide (1.2 equiv.), TPGS-750-M (2 wt%), 50 °C, 20 h. bAverage yield of 2 experiments. ° Yields were determined by HPLC/UV

using benzophenone as an external standard.
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General information

Chemicals and solvents were purchased from Sigma-Aldrich and the oxetanes derivatives were
provided by Spirochem and were used without further purification. Microwave irradiation was
performed with a Biotage Initiator EXP (external sensor type). Analytical TLC was performed using
silica gel plates Merck 60F254 and plates were visualized by exposure to ultraviolet light at 254 and
356 nm. Compounds were purified on silica gel Merck 60 (particle size 0.040-0.063nm) or using
Armen spot flash chromatography (normal phase column, method optimization using a step gradiant:
10 gram Biotage® SNAP KP-Sil cartridge; reverse phase column: AIT 50g C18). Yields refer to isolated
compounds, estimated to be >97% pure as determined by '"H NMR or HPLC. 'H, °F and *C NMR
spectra were recorded on Bruker Avance Spectrometer operating at 300, 400 or 500 MHz, 376 MHz
and 101 or 125 MHz, respectively, using deuterated chloroform (CDCl;), MeOH (MeOH-d,), or
dimethyl sulfoxide (DMSO-ds) as a solvent. All chemical shift values & and coupling constants J are
quoted in ppm and in Hz, respectively, multiplicity (s= singlet, d= doublet, t= triplet, g= quartet,
quin.= quintet, sex.= sextet, sept. = septet, m= multiplet, br. = broad). Melting points were realized
using a Blichi Melting point B-540. Analytical RP-HPLC-MS was performed using a LC-MSD 1200SL
Agilent with a Thermo Hypersilgold® column (C18, 30 mm x 1 mm; 1.9 um) using the following
parameters : 1) The solvent system: A (acetonitrile) and B (0.05% TFA in H,0); 2) A linear gradient: t=
0 min, 98%B; t = 5 min, 5%B; t = 6 min, 5%B; t = 7 min, 98%B; t = 9 min, 98%B; 3) Flow rate of 0.3
mL/min; 4) Column temperature: 50°C; 5) The ratio of products was determinate by integration of
spectra recorded at 210 nm or 254 nm; 6) lonization mode : MM-ES+APCI. HPLC were performed
using a Dionex UltiMate 300 using the following parameters: Flow rate of 0.5 mL/min, column
temperature: 30°C, solvent system: A (MeOH) and B (0.05% of THA in H,0), t = 0 min to 1 min: 50 to
60% of B then t =1 min to t = 10 min: 60 to 100% of B and t = 10 min to t = 15 min: 100% of B. Infra-
Red analyses were performed by FT-IR, on a Nicolet 380 ATR from Thermo and wavenumber were
expressed in cm™.

General procedures

General procedure for SyAr reaction in DMSO with the use of DIEA (Method A):

The iminochloride (1.0 equiv.), the amine derivative (2.0 equiv.) and DIEA (2.0 equiv.) were dissolved
in DMSO. The reaction mixture was heated at 100°C until complete conversion of the starting
material. The reaction conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually completed within
16 hours. After cooling, a large volume of water (10-15 times the volume of DMSO) was added. The
aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc. The combined organic phases were washed with
brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by
chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired product.

General procedure for the reductive amination of aldehyde (Method B):

In a microwave vial (oven-dried and under argon), the amino derivative (1.0 equiv.) was dissolved in
anhydrous MeOH. The aldehyde derivative (2.0 equiv.) and NaBHs;CN (3.0 equiv.) were added. The
resulting mixture was stirred at rt until complete conversion of the starting material. The reaction
conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually completed within 16 hours. The reaction
mixture was concentrated under vacuum. The crude residue was diluted in water and extracted
twice times with EtOAc. The combined organic phases were washed with an aqueous solution of HCI
6N. The aqueous phase was then basified until pH 9 using an ammonia solution and then extracted
twice with EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered
and concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired product.
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General Suzuki-Miyaura procedure using Pd(OAc), in MeOH (Method C):

A microwave vial (oven-dried and under argon) was charged with the halogen derivate (1.0 equiv.),
the boronic acid (1.0 equiv.), KF (2.0 equiv.) and Pd(OAc), (5 mol%). Anhydrous MeOH was added and
the vial was properly capped. The mixture vessel was evacuated and backfilled with argon (process
repeated 3 times) and heated by microwave irradiation at 120°C for 20 mins. After cooling, the
reaction mixture was concentrated under vacuum. The crude residue was diluted in water and
extracted 3 times with EtOAc. The combined organic phases were washed with brine, dried over
Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography on
silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired product.

General Suzuki-Miyaura procedure using Pd(PPh;),in a mixture toluene:EtOH:H,0 (Method D):

A microwave vial under argon was charged with the aryl halide (1.0 equiv.), the boronic acid (1.1
equiv.), Na,CO; (3.0 equiv.) and Pd(PPhs3); (5 mol%). A mixture of toluene:EtOH:H,0 (3:1:1) was
added and the vial was properly capped. The mixture vessel was evacuated and backfilled with argon
(process repeated 3 times) and heated at 120°C until complete conversion of the starting material.
The reaction conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually completed within 2 hours (|
or Br derivatives) or 16 hours (Cl derivatve). After cooling, the reaction mixture was concentrated
under vacuum. The crude residue was diluted in water and extracted 3 times with EtOAc. The
combined organic phases were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated
under vacuum. The crude was purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc
as eluent to afford the desired product.

General Suzuki-Miyaura procedure using a combination of Pd(OAc),/S-Phos as catalytic system in
MeCN:H,0 (Method E):

A microwave vial under argon was charged with the aryl halide (1.0 equiv.), the boronic acid (1.2
equiv.), K,CO3 (4.0 equiv.), Pd(OAc), (10 mol%) and S-Phos (20 mol%). A mixture of MeCN:H,0 (1:1)
was added and the vial was properly capped. The mixture vessel was evacuated and backfilled with
argon (process repeated 3 times) and heated at 100°C until complete conversion of the starting
material. The reaction conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually completed within
16 hours. After cooling, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The crude residue was
diluted in water and extracted 3 times with EtOAc. The combined organic phases were washed with
brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by
chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired product.

General Suzuki-Miyaura procedure using a combination of Pd(OAc),/X-Phos as catalytic system in
nBuOH:H,0 (Method F):

A microwave vial under argon was charged with the halogen derivate (1.0 equiv.), the boronic acid
(1.0-1.2 equiv.), Cs,CO; (2.5 equiv.), Pd(OAc), (6 mol%) and X-Phos (7 mol%). A mixture of
nBuOH:H,0 (4:1) was added and the vial was properly capped. The mixture vessel was evacuated and
backfilled with argon (process repeated 3 times) and heated at 50°C until complete conversion of the
starting material. The reaction conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually
completed within 16 hours. After cooling, the reaction mixture was concentrated under vacuum. The
crude residue was diluted in water and extracted 3 times with EtOAc. The combined organic phases
were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The crude was
purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired
product.

General procedure for the Grignard reaction using an iron catalyst (Method G):

In a microwave vial (oven-dried and under argon) was charged with the halogen derivate (1.0 equiv.)
and Fe(acac)s; (30 mol%). The anhydrous THF was added and the solution was cooled down at 0°C. A
solution of the magnesium chloride derivative in THF (1.0 equiv., 2M) was added dropwise. The
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reaction media was allowed to slowly warm up to rt and stirred until complete conversion of the
starting material. The reaction conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually
completed within 16 hours. The reaction media was neutralized using a saturated solution of NH,CI
and the aqueous phase was extracted three times with DCM. The combined organic layers were
dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by
chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired product.

General procedure for guanylation reactions (Method H):

The amine derivate (1.0 equiv.), 1,3-bis(tert-butoxycarbonyl)-2-methyl-2-thiopseudourea (0.95
equiv.), NEt; (4.4 equiv.) and HgCl, (1.1 equiv.) were dissolved in DCM. The reaction mixture was
stirred at rt until complete conversion of the starting material. The reaction conversion was
monitored by TLC and HPLC and was usually completed within 16 hours. The mixture was filtered
through a Celite” pad. The filtrate was concentrated under vacuum and purified by chromatography
on silica gel (Si0O,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford the desired product.

General procedure for the nitriles to primary amines (Method I):

The nitrile derivate (1.0 equiv.) was dissolved in anhydrous THF. The borane-methyl sulfide complex
(2.0 equiv.) was added dropwise. The reaction mixture was heated at reflux until complete
conversion of the starting material. The reaction conversion was monitored by HPLC and was usually
completed within 2 hours. After it was cooled, an aqueous solution of HCl 2N was added. The
reaction mixture was heated at 90°C for 1 hour. After cooling, the solution was concentrated under
vacuum and purified by reverse chromatography (Cys) using H,0+TFA/MeOH as eluent. The residue
was redissolved in water and neutralized using a saturated solution of NaHCO; until a pH of 8. The
aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc. The combined organic phases were washed with
brine, dried over Na,S0O,, filtered and concentrated under vacuum to afford the desired product.

General procedure for the reduction of nitro compounds to amine (Method J):

The nitro derivate (1.0 equiv.) and tin (2.6 equiv.) were dissolved in ethanol. The reaction mixture
was cooled at 0°C and an aqueous solution of HCI 37% (99 equiv.) was added dropwise. The reaction
mixture was heated at reflux until complete conversion of the starting material. The reaction
conversion was monitored by HPLC and was usually completed within 1 hour. After cooling, the
solution was filtered through a Celite® pad. The filtrate was concentrated under vacuum. A saturated
solution of NaHCO; was added to the residue. The aqueous phase was extracted 3 times with EtOAc.
The combined organic phases were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated
under vacuum to afford the desired product.

Hydrogenation of alkyne function (Method K):

In a hydrogenation flask, the corresponding alkyne derivative (1.0 equiv.) was dissolved in MeOH or
ethanol then argon was bubble in through. Pd/C (10 mol%) was added and the reaction media was
stirred at rt for 24 hours under a hydrogen pressure of 70 psi. The reaction media was filtered
through a Celite® pad and washed with MeOH or EtOH. The filtrate was concentrated under vacuum
and purified by silica gel column chromatography (SiO,) using n-heptane/EtOAc as eluent to afford
the desired product.

General procedure for preparation of 2-aminobenzimidazole and 2-aminodihydroquinazoline using
BrCN (Method L):

The diamino derivate (1.0 equiv.) was dissolved in toluene. BrCN (1.5 equiv.), previously dissolved in
toluene, was added to the solution. The reaction mixture was heated at 100°C until complete
conversion of the starting material. The reaction conversion was monitored by HPLC and was usually
completed within 4 hours. After it was cooled, the solution was concentrated under vacuum and
purified by reverse chromatography (C;s) using MeOH/H,0+0.05%HBr as eluent to afford the desired
product.
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General procedure for the formation of the benzoyl chloride (Method M):

The carboxylic acid (1.0 equiv.) was dissolved in SOCI,. The reaction was heated under reflux (90°C)
until complete conversion of the starting material. The reaction conversion was monitored by HPLC
and was usually completed within 1 hour. The reaction mixture was concentrated under vacuum. The
crude was directly used without further purification. The benzoyl chloride (1.0 equiv.) was dissolved
in DCM. The reaction mixture was cooled at 0°C and NEt; (2.0 equiv.) and the amine derivative (1.2
equiv.) were added. The mixture was stirred at rt until complete conversion of the starting material.
The reaction conversion was monitored by TLC and HPLC and was usually completed within 8 hours.
The organic phase was washed successfully with an aqueous solution of HCI 2N, a saturated solution
of NaHCO; and brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum. The obtained
product was further purified, if necessary, by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc as eluent or by reverse chromatography (Cyg) using H,0/MeOH as eluent.

General procedure for the deprotection of the Boc-guanidine with the use of TFA (Method N):

The Boc-guanidine derivative (1.0 equiv.) was dissolved in a mixture of TFA:DCM (1:1). The solution
was stirred at rt until complete conversion of the starting material. The reaction conversion was
monitored by HPLC and was usually completed within 1 hour. The solution was concentrated under
vacuum and purified by reverse chromatography using H,0+0.05%TFA/MeOH as eluent to afford the
desired product.

General procedure for the deprotection of the Boc-guanidine with the use of HCl (Method O):

The Boc-guanidine derivative (1.0 equiv.) was dissolved in Et,0. The reaction mixture was cooled at
0°C and a solution of HCI 37% or 2M in Et,0 was added dropwise. The mixture was stirred at rt until
complete conversion of the starting material. The reaction conversion was monitored by HPLC and
was usually completed within 6 hours. The solution was concentrated under vacuum and purified by
reverse chromatography using H,0+0.05%HCI/MeOH as eluent to afford the desired product.

General procedure of the deprotection of N-Boc derivative (Method P):

The N-Boc derivative (1.0 equiv.) was dissolved in a mixture of TFA:DCM (1:1). The solution was
stirred at rt until complete conversion of the starting material. The reaction conversion was
monitored by HPLC and was usually completed within 1 hour. The aqueous phase was basified with a
saturated solution of NaHCO; and extracted 3 times with EtOAc. The combined organic layers were
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and concentrated under vacuum to afford the desired
product.

General procedure for the formation of the hydrochloride salt of an amine (Method Q):

The amino derivative was dissolved in MeOH and cooled at 0 °C. The solution of HCl 2N in Et,0 (1.0-
2.0 equiv.) was added. The solution was stirred at rt for 1 hour. The reaction mixture was
concentrated under vacuum. The residue was triturated twice with Et,O and then filtered to afford
the desired product.
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e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)pyrimidin-2-amine hydrochloride 1a

Empirical formula : C;gH,oN,.HCI
Molecular weight : 304.82 g.mol™
Yield : 75 % N N N

mp : 320-321 °C | /)\

Following general procedure A, using 2-chloropyrimidine 17a (80 mg, 0.70 mmol) and 4-amino-1-
benzylpiperidine (285.8 pL, 1.40 mmol) in DMSO (1.3 mL) and purified by chromatography on silica
gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc 1:1 to 0:1 as eluent, 1a was obtained as a free base. The
hydrochloride salt was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0
(229.0 pL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (8.0 mL) to afford 1a.HCI as a white solid (160 mg, 0.52 mmol,
75%).

'H NMR (400 MHz, CDCl,) : 6 1.47 (g, 2H, J = 10.3 Hz), 1.96 (d, 2H, J = 10.3 Hz), 2.12 (t, 2H, J = 11.5
Hz), 2.76 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.45 (s, 2H), 3.78 (br s, 1H), 5.05 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.42 (t, 1H, J = 4.8
Hz), 7.16-7.20 (m, 1H), 7.24 (d, 4H, J = 4.4 Hz), 8.18 (d, 2H, J = 4.8 H2).

C NMR (101 MHz, €DCl,) : 6 32.3,47.9, 52.2, 63.2, 110.4, 127.0, 128.2, 129.1, 138.4, 158.1, 161.8.

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-phenylpyrimidin-2-amine hydrochloride 1b

Empirical formula : C,,H,,N,.HCI

Molecular weight : 380.91 g.mol™

Yield : 83 % |
mp : 274-277 °C /)\N

N
H

Following general procedure A, using 17b (1.00 g, 5.25 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (2.15
mL, 10.49 mmol) in DMSO (10.0 mL) purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1b was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (2.26 mL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (30.0 mL) to afford 1b.HCI as a white solid (1.66 g, 4.36 mmol, 83%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.60 (g, 2H, J = 12.8 Hz), 2.10 (d, 2H, J = 12.8 Hz), 2.23 (t, 2H, J =
13.2 Hz), 2.86 (d, 2H, J = 11.8 Hz), 3.54 (s, 2H), 3.97-3.99 (m, 1H), 5.15 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 6.95 (d, 1H,
J=5.1Hz), 7.25-7.28 (m, 1H), 7.31-7.34 (m, 4H), 7.45-7.48 (m, 3H), 7.99-8.02 (m, 2H), 8.32 (d, 1H, J =
5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl3) : § 32.4, 48.1, 52.3, 63.3, 104.5, 26.9, 127.0, 128.2, 128.7, 129.2, 130.5,
137.6, 138.5, 158.6, 162.1, 164.9.
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e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-5-phenylpyrimidin-2-amine hydrochloride 1c

Empirical formula : C,,H,,N,.HCI

Molecular weight : 380.91 g.mol™
g g A N N
Yield : 96 % |
y/
N N
H

mp : 64-66 °C

Following general procedure A, using 17c (80 mg, 0.42 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (171.7
puL, 0.84 mmol) in DMSO (0.8 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1c was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (330.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (16.0 mL) to afford 1c.HCl as a white solid (153 mg, 0.40 mmol, 96%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) : 6 1.94 (g, 2H, J = 10.0 Hz), 2.15 (d, 2H, J = 13.1 Hz), 3.10-3.15 (m, 3H),
3.26 (br s, 1H), 3.40 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 4.08 (br s, 1H), 7.37-7.47 (m, 6H), 7.57-7.63 (m, 4H), 8.80-
8.83 (m, 2H).

3C NMR (101 MHz, DMSO) : & 28.4, 46.8, 50.8, 59.6, 123.0, 126.3, 128.9, 129.4, 129.7, 129.8, 130.2,
131.8, 132.6, 154.6.

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2-methylpropyl)pyrimidin-2-amine 1d
dihydrochloride
Empirical formula : C;oH,5N4.2HCl
1 NN N
Molecular weight : 397.39 g.mol | )\
Yield : 40 % N
mp :113-115°C H

Following general procedure A, using 17d (200 mg, 1.17 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(479.6 uL, 2.34 mmol) in DMSO (11.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1d was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0O (400.0 puL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH to afford 1d.HCl as a white solid (186 mg, 0.47 mmol, 40%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 5 0.93 (d, 6H, J = 6.4 Hz), 1.54 (q, 2H, J = 10.0 Hz), 2.03-2.08 (m, 4H), 2.20
(t, 2H,J=11.2 Hz), 2.40 (d, 2H, J = 7.2 Hz), 2.83 (d, 2H, /= 11.2 Hz), 3.85-3.87 (m, 1H), 4.96 (d, 1H, J =
7.6 Hz), 6.35 (d, 1H, J = 4.8 Hz), 7.26-7.33 (m, 5H), 8.14 (d, 1H, J = 4.8 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCl;) : § 22.6, 28.4, 32.5, 47.2, 48.0, 52.4, 63.4, 110.4, 127.1, 128.3, 129.2,
138.5, 157.5, 161.9, 171.1.

LC/MS (ESI) : [M+H]"325.2.
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e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-cyclopentylpyrimidin-2-amine dihydrochloride le

Empirical formula : C;,H,5N4.2HCI

Molecular weight : 409.40 g.mol™ | SN N
Yield : 30 % /)\

mp : > 200 °C
LC/MS (ESI) : [M+H]"337.2.

Following general procedure A, using 17e (85 mg, 0.46 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (190.4
puL, 0.93 mmol) in DMSO (4.6 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1e was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0O (460.0 uL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH to afford 1e.HCl as a white solid (55 mg, 0.13 mmol, 30%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.60-1.79 (m, 8H), 1.99 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 2.07 (d, 2H, J = 11.2 Hz), 2.26
(t, 2H, J = 9.6 Hz), 2.88-2.94 (m, 3H), 3.59 (s, 2H), 3.85-3.88 (m, 1H), 4.95 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 6.41 (d,
1H, J = 4.8 Hz), 7.27-7.35 (m, 5H), 8.12 (d, 1H, J = 4.8 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCls) : § 26.0, 32.1, 32.8, 47.4, 47.8, 52.3, 63.1, 108.7, 127.4, 128.4, 129.5,
157.6,161.8, 175.5.

*  N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1f
hydrochloride

Empirical formula : C,3H,sN,0.HCI
Molecular weight : 410.94 g.mol™

S
Yield : 56 % | )N\ N
mp : 89-91 °C NZ NN
H
7~

Following general procedure A, using 17f (80 mg, 0.36 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (148.4
uL, 0.73 mmol) in DMSO (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1f was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (75.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (7.0 mL) to afford 1f.HCI as a white solid (84 mg, 0.20 mmol, 56%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.51 (g, 2H, J = 12.7 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 12.7 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 10.9
Hz), 2.77 (d, 2H, J = 10.9 Hz), 3.46 (s, 2H), 2.79 (s, 3H), 3.83-3.91 (m, 1H), 5.05 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.91
(d, 1H, J = 8.3 Hz), 6.99 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.05 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.18-7.26 (m, 5H), 7.33 (t, 1H, J =
8.3 Hz), 7.79 (brs, 1H), 8.20 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 32.4, 47.9, 52.3, 55.6, 63.3, 111.5, 121.0, 127.0, 127.2, 128.2, 129.2,
130.7,131.1, 138.5, 157.5, 157.8, 162.0, 163.9.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2-chlorophenyl)pyrimidin-2-amine 1g
hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3CIN,.HCI
Molecular weight : 415.36 g.mol™

Yield : 74 % | )\
mp : 90-92 °C NZ NN
H

Cl

Following general procedure A, using 17g (41 mg, 0.18 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (74.4
uL, 0.63 mmol) in DMSO (0.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1g was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (61.5 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (5.9 mL) to afford 1g.HCl as a white solid (56 mg, 0.13 mmol, 74%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.51 (q, 2H, J = 12.8 Hz), 2.00 (d, 2H, J = 12.8 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.77 (d, 2H, J = 10.8 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.84-3.88 (m, 1H), 5.10 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.79 (d, 1H, J =
5.0 Hz), 7.17-7.21 (m, 1H), 7.24-7.29 (m, 6H), 7.37-7.40 (m, 1H), 7.48-7.51 (m, 1H), 8.26 (d, 1H, J =
5.0 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.3, 47.8, 52.2, 63.2, 111.1, 127.0, 127.1, 128.2, 129.2, 130.3, 130.4,
131.0, 132.2, 137.7, 138.4, 157.8, 161.9, 165.1.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(3-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1h
hydrochloride

Empirical formula : C,5H,sN,O.HCI
Molecular weight : 410.94 g.mol™ NN N

Yield : 65 % l /)\

mp : 251-256 °C

°<

Following general procedure A, using 17h (93 mg, 0.42 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(172.5 pL, 0.84 mmol) in DMSO (0.8 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1h was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (52.7 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (5.0 mL) to afford 1h.HCl as a white solid (112 mg, 0.27 mmol, 65%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.52 (g, 2H, J = 13.2 Hz), 2.02 (d, 2H, J = 13.2 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.77 (d, 2H, J = 10.8 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.87-3.90 (m, 1H), 5.06 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.86
(d, 1H, J = 5.1 Hz), 6.94 (dd, 1H, J = 2.6 Hz, J = 8.2 Hz), 7.18-7.26 (m, 5H), 7.30 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 7.48
(d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.52 (s, 1H), 8.24 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCls) : 6 32.4, 48.1, 52.3, 55.4, 63.2, 106.6, 112.2, 116.3, 119.4, 127.0, 128.2,
129.2,129.7, 138.5, 139.0, 158.6, 160.0, 162.0.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(3-chlorophenyl)pyrimidin-2-amine i
hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3CIN,.HCI

Molecular weight : 415.36 g.mol™ N N
Yield : 69 % | /)\
mp : 86-89 °C NN

Cl

Following general procedure A, using 17i (87 mg, 0.39 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (158.0
uL, 0.77 mmol) in DMSO (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1i was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (130.0 pL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (12.5 mL) to afford 1i.HCI as a white solid (111 mg, 0.27 mmol, 69%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.52 (g, 2H, J = 12.7 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 12.7 Hz), 2.16 (t, 2H, J = 11.8
Hz), 2.79 (d, 2H, J = 11.8 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.86-3.90 (m, 1H), 5.09 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.83 (d, 1H, J =
5.1 Hz), 7.16-7.20 (m, 1H), 7.22-7.37 (m, 6H), 7.78 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.93 (t, 1H, J = 1.6 Hz), 8.28 (d,
1H, J = 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.3, 48.1, 52.3, 63.2, 106.4, 125.0, 127.0, 127.2, 128.2, 129.2, 129.9,
130.4, 134.9, 138.4, 139.4, 158.9, 162.0, 163 .4.

280




Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(4-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1j
hydrochloride

Empirical formula : C,3H,sN,0.HCI

Molecular weight : 410.94 g.mol™ N N
Yield : 83 % | /)\
mp : 253-254 °C N N

o)

Following general procedure A, using 17j (80 mg, 0.36 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (148.4
puL, 0.73 mmol) in DMSO (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1j was obtaind as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (136.5 pL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (13.1 mL) to afford 1j.HCI as a white solid (124 mg, 0.30 mmol, 83%).

'H NMR (400 MHz, CDCl,) : 6 1.51 (g, 2H, J = 9.7 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 11.0 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.78 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.89 (brs, 1H), 5.00 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.81 (d,
1H, J=5.1 Hz), 6.90 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 7.17-7.26 (m, 5H), 7.90 (d, 2H, J = 8.8 Hz), 8.19 (d, 1H, J=5.1
Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 30.3, 32.4, 52.3, 55.4, 63.2, 105.7, 114.1, 127.0, 128.2, 128.4, 129.2,
129.9, 138.5, 158.3, 161.7, 162.0, 164.3.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(4-cyclopentyloxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1k
hydrochloride

Empirical formula : C,;H;,N,0.HCI
Molecular weight : 465.03 g.mol™

Yield : 54 % | )\
mp : 67-70 °C Z

A o
H

(0)

Following general procedure A, using 17k (57 mg, 0.21 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (84.9
puL, 0.41 mmol) in DMSO (0.4 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1k was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (32.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (3.0 mL) to afford 1k.HCI as a white solid (52 mg, 0.11 mmol, 54%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.48-1.57 (m, 4H), 1.70-1.87 (m, 6H), 2.01 (d, 2H, J = 10.7 Hz), 2.16 (t,
2H, J = 10.7 Hz), 2.79 (d, 2H, J = 10.7 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.89 (br s, 1H), 4.75 (br s, 1H), 5.01 (d, 1H, J =
7.7 Hz), 6.81 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 6.86 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.18-7.26 (m, 5H), 7.87 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 8.18
(d, 1H, J = 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCls) : 6 24.1, 32.4, 32.9, 48.0, 52.3, 63.2, 79.4, 105.7, 115.6, 127.0, 128.2,
128.4,129.2, 129.4, 138.3, 158.2, 160.3, 161.9, 164.5.

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(4-chlorophenyl)pyrimidin-2-amine 1l
hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3CIN,.HCI
Molecular weight : 415.36 g.mol™

Yield : 74 % |
o /)\
H

Cl

Following general procedure A, using 171 (36 mg, 0.16 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (65.5
pL, 0.32 mmol) in DMSO (0.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1l was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (37.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (3.6 mL) to afford 11.HCI as a yellow solid (49 mg, 0.12 mmol, 74%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.52 (g, 2H, J = 10.0 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 11.3 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.78 (d, 2H, J = 10.9 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.87 (br s, 1H), 5.04 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.83 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.17-7.26 (m, 5H), 7.36 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.87 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 8.24 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 30.4, 32.4, 52.3, 63.2, 106.1, 114.1, 127.0, 128.2, 128.3, 128.9, 129.2,
135.9, 136.6, 138.4, 158.8, 162.0.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(4-fluorophenyl)pyrimidin-2-amine Im
hydrochloride

Empirical formula : C,;H,3FN,.HCI

Molecular weight : 398.90 g.mol™
Yield : 67 % | )\
mp : 252-256 °C N N

H
F

Following general procedure A, using 17m (77 mg, 0.37 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(151.0 pL, 0.74 mmol) in DMSO (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1m was otbained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (123.0 pL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (11.8 mL) to afford 1m.HCl as a white solid (99 mg, 0.25 mmol, 67%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.52 (g, 2H, J = 12.5 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 12.5 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 11.5
Hz), 2.79 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.85-3.92 (m, 1H), 5.06 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.82 (d, 1H, J =
5.3 Hz), 7.06 (t, 2H, J = 8.5 Hz), 7.17-7.20 (m, 1H), 7.22-7.27 (m, 4H), 7.93 (dd, 2H, J = 5.3 Hz, J = 8.5
Hz), 8.23 (d, 1H, J = 5.3 Hz).

E NMR (376 MHz, CDCl;) : 6 -110.4.

C NMR (101 MHz, CDCl3) : 6 32.4, 48.1, 52.3, 63.2, 106.0, 115.7 (d, J = 21.3 Hz), 127.0, 128.2, 128.9
(d, J=8.8 Hz), 129.2, 133.6, 138.4, 158.7, 162.0, 163.1, 165.6.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(4-trifluoromethylphenyl)pyrimidin-2-amine 1n
hydrochloride

Empirical formula : C,5H,3F3N,.HCI

Molecular weight : 448.91 g.mol™

Yield : 82 % |
mp : 289-291 °C N N
H

FsC

Following general procedure A, using 17n (76 mg, 0.29 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (120.3
pL, 0.59 mmol) in DMSO (0.6 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1n was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (90.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (8.0 mL) to afford 1n.HCl as a white solid (109 mg, 0.24 mmol, 82%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.52 (g, 2H, J = 11.7 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 10.8 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.79 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.89 (br s, 1H), 5.09 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.88 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.17-7.20 (m, 1H), 7.25 (d, 4H, J = 4.3 Hz), 7.64 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 8.03 (d, 2H, J = 8.2 Hz), 8.29 (d,
1H, J = 5.1 Hz).

F NMR (376 MHz, CDCl;) : § -62.7.

3C NMR (101 MHz, CDCl;) : § 32.3, 48.2, 52.3, 63.2, 106.6, 124.0 (q, J = 272.9 Hz), 125.6 (q, J = 4.4
Hz), 127.0, 127.3,128.1, 128.2, 129.2, 131.9, 132.3, 138.4, 140.9, 159.1, 162.1.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(4-trifluoromethoxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1o
hydrochloride

Empirical formula : C,5H,3F3;N,O.HCI
Molecular weight : 464.91 g.mol™

Yield : 92 % |
° /)\
mp : 285-287 °C N N
H

F,CO

Following general procedure A, using 170 (84 mg, 0.31 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (125.2
pL, 0.61 mmol) in DMSO (0.6 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1o was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (110.0 pL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (10.0 mL) to afford 10.HCl as a white solid (131 mg, 0.28 mmol, 92%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.52 (g, 2H, J = 10.7 Hz), 2.01 (d, 1H, J = 10.7 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 11.5
Hz), 2.79 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.88 (br s, 1H), 5.07 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.84 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.17-7.27 (m, 7H), 7.96 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 8.26 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

F NMR (376 MHz, CDC;) : § -57.7.

3C NMR (101 MHz, CDCl,) : 6 32.4, 48.1, 52.3, 63.2, 106.2, 120.4 (q, J = 258.2 Hz), 120.9, 127.0,
128.2,128.6, 129.2, 136.1, 138.4, 150.9, 158.9, 162.0, 163.4.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2-chloro-4-methoxyphenyl)pyrimidin-2- 1p
amine hydrochloride

Empirical formula : C,5H,5CIN,O.HCI
Molecular weight : 445.39 g.mol™

RS
Yield : 74 % | )N\ N
mp : 114-117 °C N/ N
H

Me (¥ Cl

Following general procedure A, using 17p (80 mg, 0.31 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (128.3
puL, 0.63 mmol) in DMSO (0.6 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1p was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (70.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (7.0 mL) to afford 1p.HCl as a white solid (103 mg, 0.23 mmol, 74%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.51 (g, 2H, J = 10.8 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.78 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.87 (br s, 1H), 5.05 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.82-
6.86 (m, 2H), 6.93 (d, 1H, J = 2.5 Hz), 7.18-7.22 (m, 1H), 7.27 (d, 4H, J = 4.4 Hz), 7.50 (d, 1H, J = 8.7 Hz),
8.24 (d, 1H, J=5.0 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : § 32.4, 47.9, 52.2, 55.6, 63.2, 111.0, 113.3, 115.6, 127.0, 128.2, 129.2,
130.0, 132.0, 133.1, 138.4, 157.6, 160.7, 161.9, 164.6.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2,4-dimethoxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1q
hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3N,0,.HCI
Molecular weight : 440.97 g.mol™

A
Yield : 53 % | )N\ N
mp : 243-244 °C N/ N
H
Mealy OMe

Following general procedure A, using 17q (68 mg, 0.27 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (111.0
pL, 0.54 mmol) in DMSO (0.5 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1q was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (62.5 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (6.0 mL) to afford 1q.HCl as a white solid (64 mg, 0.14 mmol, 53%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.50 (d, 2H, J = 10.5 Hz), 2.00 (d, 2H, J = 10.8 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.77 (d, 2H, J = 10.5 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.86 (br s, 1H), 4.93 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.45 (s,
1H), 6.53 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.08 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.16-7.20 (m, 1H), 7.25 (d, 4H, J = 4.1 Hz), 7.86 (d,
1H, J = 8.5 Hz), 8.16 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3¢ NMR (101 MHz, CDCly) : 6 32.4, 47.9, 52.3, 55.4, 55.5, 63.3, 98.8, 105.2, 111.0, 119.9, 127.0,
128.2,129.2, 131.8, 138.4, 157.4, 159.4, 161.8, 162.4, 163.3.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2,3-dimethoxyphenyl)pyrimidin-2-amine 1r
hydrochloride

Empirical formula : C,4H,3N,0,.HCI
Molecular weight : 440.97 g.mol™ N N

Yield : 75 % | /)\

mp : 242-244 °C N H

el
OMe

Following general procedure A, using 17r (104 mg, 0.41 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(169.8 pL, 0.83 mmol) in DMSO (0.8 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1r was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (133.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (12.0 mL) to afford 1r.HCl as a white solid (138 mg, 0.31 mmol, 75%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.53 (g, 2H, J = 10.9 Hz), 2.02 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 10.9
Hz), 2.79 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.87 (s, 3H), 3.88 (br s, 1H), 3.90 (s, 3H), 5.04 (d, 1H, /= 7.8
Hz), 6.83 (d, 1H, J = 5.3 Hz), 6.86 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.18-7.21 (m, 1H), 7.25 (d, 4H, J = 4.3 Hz), 7.50 (d,
1H, J = 8.4 Hz), 7.59 (s, 1H), 8.21 (d, 1H, J = 5.3 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 32.4, 48.2, 52.3, 55.9, 56.0, 63.2, 105.8, 109.7, 110.9, 120.0, 127.0,
128.2,129.2, 130.2, 138.4, 149.1, 151.2, 158.3, 161.9, 164.3.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(pyridin-3-yl)pyrimidin-2-amine 1s
trihydrochloride

Empirical formula : C,;H,3N5.3HCI
Molecular weight : 454.82 g.mol™

Yield : 96 % |
o A
mp:121-128 °C AN

Following general procedure A, using 17s (107 mg, 0.56 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(228.5 pL, 1.12 mmol) in DMSO (1.1 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent, 1s was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (679.2 puL, 2M, 3.0 equiv.) in
MeOH (18.0 mL) to afford 1s.HCl as a yellow solid (244 mg, 0.54 mmol, 96%).

'H NMR (400 MHz, CDCl,) : 6 1.68 (g, 2H, J = 10.2 Hz), 2.12 (d, 2H, J = 12.2 Hz), 2.29 (t, 2H, J = 10.2
Hz), 2.92 (d, 2H, J = 12.2 Hz), 3.61 (s, 2H), 3.97 (br s, 1H), 5.23 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 6.96 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.25-7.29 (m, 1H), 7.31-7.41 (m, 5H), 8.28 (d, 1H, J = 9.5 Hz), 8.36 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 8.69 (d, 1H,
J=4.8Hz),9.21 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, €DCls) : 6 31.9, 47.9, 52.1, 62.9, 106.4, 123.5, 127.4, 128.4, 129.4, 133.0, 134.3,
148.5, 151.3, 159.0, 162.0.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(pyridin-4-yl)pyrimidin-2-amine 1t
trihydrochloride

Empirical formula : C;,H,3Ns.3HCI

Molecular weight : 454.82 g.mol™
N
Yield : 54 % | N N
. - o /)\
mp : 227-229 °C AN N N
| H
N 2

Following general procedure A, using 17t (40 mg, 0.21 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (85.4
puL, 0.42 mmol) in DMSO (0.4 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent, 1t was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (154.5 uL, 2M, 3.0 equiv.) in
MeOH (5.0 mL) to afford 1t.HCl as a yellow solid (51 mg, 0.11 mmol, 54%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.56 (g, 2H, J = 11.3 Hz), 2.01 (d, 2H, J = 11.3 Hz), 2.18 (t, 2H, J = 10.7
Hz), 2.81 (d, 2H, J = 10.7 Hz), 3.49 (s, 2H), 3.88 (br s, 1H), 5.22 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 6.89 (d, 1H, J= 5.0
Hz), 7.16-7.20 (m, 1H), 7.22-7.26 (m, 4H), 7.76 (d, 2H, J = 4.3 Hz), 8.31 (d, 1H, J = 5.0 Hz), 8.65 (d, 2H,
J=43Hz).

3C NMR (101 MHz, €DCls) : 6 32.1, 48.1, 52.2, 63.1, 106.6, 120.9, 127.2, 128.3, 129.3, 144.8, 150.5,
159.4, 162.1.

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(naphthalen-2-yl)pyrimidin-2-amine 1u
hydrochloride
Empirical formula : CysHsN,.HCI N N
Molecular weight : 430.97 g.mol™ | /)\
Yield : 80 % NN
mp : 279-281 °C

Following general procedure A, using 17u (141 mg, 0.59 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(239.7 pL, 1.17 mmol) in DMSO (1.1 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1u was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0O (203.8 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (18.0 mL) to afford 1u.HCl as a yellow solid (201 mg, 0.47 mmol, 80%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.54 (g, 2H, J = 12.2 Hz), 2.04 (d, 2H, J = 12.2 Hz), 2.17 (t, 2H, J = 11.4
Hz), 2.79 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.93 (br s, 1H), 5.10 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 7.01 (d, 1H, J = 5.3
Hz), 7.16-7.20 (m, 1H), 7.22-7.27 (m, 4H), 7.43-7.46 (m, 2H), 7.77-7.80 (m, 1H), 7.83-7.88 (m, 2H),
8.03 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 8.28 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 8.42 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, CDCl5) : & 32.4, 48.1, 52.3, 63.3, 106.7, 124.1, 126.4, 127.0, 127.1, 127.2, 127.7,
128.2,128.4, 128.9,129.2, 133.2, 134.5, 134.8, 138.5, 1588.6, 162.1, 164.8.
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Partie expérimentale

e 4-(1-Benzylthiophen-2-yl)-N-(1-benzylpiperidin-4-yl)pyrimidin-2-amine 1v

Empirical formula : C;,H,4N,S
Molecular weight : 400.54 g.mol™
Yield : 70 %

mp : 195-197 °C

Following general procedure A, using 17v (96 mg, 0.39 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (159.2
puL, 0.79 mmol) in DMSO (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1v was obtained as a white solid (110 mg, 0.27 mmol, 70%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) : & 1.55 (q, 2H, J = 11.5 Hz), 1.90 (br s, 2H), 2.04 (br s, 2H), 2.82 (d, 2H, J =
11.5 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.77 (br s, 1H), 7.20 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.22-7.26 (m, 2H), 7.29-7.33 (m, 4H),
7.40-7.43 (m, 2H), 7.88-7.91 (m, 1H), 8.01 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 8.25 (s, 1H), 8.34 (d, 1H, J = 4.9 Hz).

3C NMR (101 MHz, DMSO) : § 32.0, 48.6, 52.8, 62.7, 105.1, 123.3, 125.1, 125.3, 126.3, 127.3, 128.6,
129.2,139.2, 140.3, 140.6, 159.4, 162.1.

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(1H-indol-2-yl)pyrimidin-2-amine 1w
dihydrochloride

Empirical formula : C,4H,sNs.2HCI N
Molecular weight : 456.41 g.mol™ H

ular weig g.mo H | /)\
Yield : 39 % I N H
mp : 233-235 °C
LC/MS (ESI) : [M+H]*384.1.

Following general procedure A, using 17w (89 mg, 0.39 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(158.6 pL, 0.78 mmol) in DMSO (3.8 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (4:1 to 0:1) as eluent, 1w was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (150.0 pL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH to afford 1w.HCl as a white solid (68 mg, 0.15 mmol, 39%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.91 (br s, 2H), 2.17 (d, 2H, J = 11.2 Hz), 2.46 (br s, 2H), 3.06 (br s, 2H),
3.76 (s, 2H), 4.00 (br s, 1H), 5.13 (d, 1H, J = 6.4 Hz), 7.00 (d, 1H, J = 5.2 Hz), 7.11-7.14 (m, 2H), 7.26-
7.27 (m, 1H), 7.36-7.45 (m, 6H), 7.66 (d, 1H, J=8.0 Hz), 8.27 (d, 1H, J= 5.2 Hz), 9.46 (br s, 1H).

C NMR (101 MHz, DMSO) : 6 31.7, 52.2, 62.3, 103.0, 105.0, 112.2, 119.7, 121.0, 123.1, 126.8, 127.9,
128.1,128.7, 135.6, 137.2, 138.7, 158.3, 161.7.
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Partie expérimentale

e 4-(1-Benzofuran-2-yl)-N-(1-benzylpiperidin-4-yl)pyrimidin-2-amine 1x
dihydrochloride

Empirical formula : C,,H,,N,0.2HCI
Molecular weight : 457.40 g.mol™
Yield : 64 %

mp : > 250 °C

LC/MS (ESI) : [M+H]"385.1.

Following general procedure A, using 17x (71 mg, 0.31 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (126.0
puL, 0.62 mmol) in DMSO (3.0 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (2:3 to 1:4) as eluent, 1x was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (100.0 uL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH to afford 1x.HCl as a white solid (90 mg, 0.20 mmol, 64%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) : § 1.54 (g, 2H, J = 9.6 Hz), 1.87 (br s, 2H), 2.04 (br s, 2H), 2.82 (d, 2H, J =
10.8 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.80 (br s, 1H), 7.06 (br s, 1H), 7.25-7.34 (m, 7H), 7.43 (t, 1H, J = 7.6 Hz), 7.64-
7.69 (m, 2H), 7.77 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 8.41 (d, 1H, J = 4.8 Hz).

C NMR (101 MHz, DMSO) : § 32.2, 48.1, 52.3, 63.2, 105.9, 107.5, 111.9, 122.1, 123.5, 126.2, 127.3,
128.4,129.4, 137.9, 153.9, 155.7, 156.5, 159.1, 161.9.

® N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(furan-2-yl)pyrimidin-2-amine hydrochloride ly
Empirical formula : C,oH,,N,O.HCI N N
Molecular weight : 370.88 g.mol™ o | /)\ /O /\©
Yield : 92 % QO NN
mp : 86-88 °C

Following general procedure A, using 17y (50 mg, 0.28 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (113.3
pL, 0.55 mmol) in DMSO (0.5 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as elaunt, 1y was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (117.5 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (7.0 mL) to afford 1y.HCl as a white solid (95 mg, 0.25 mmol, 92%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.50 (q, 2H, J = 13.7 Hz), 1.99 (d, 2H, J = 13.7 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 11.5
Hz), 2.78 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.84 (br s, 1H), 5.02 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.46 (br s, 1H), 6.78
(d, 1H,J=5.1 Hz), 7.04 (d, 1H, J = 3.3 Hz), 7.17-7.21 (m, 1H), 7.25 (d, 4H, J = 4.4 Hz), 7.48 (br s, 1H),
8.22 (s, 1H,J=5.1 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCl5) : & 32.3, 48.0, 52.2, 63.2, 104.6, 111.4, 112.1, 127.0, 128.2, 129.2, 138.3,
144.5, 156.2, 158.5, 161.8.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(5-bromofuran-2-yl)pyrimidin-2-amine 1za
Empirical formula : C,;H,,BrN,O | SN N
Molecular weight : 413.31 g.mol™ (o} N/)\N
Yield : 59 % Br \ | H

Following general procedure A, using 17ya (61 mg, 0.23 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (96.2
puL, 0.47 mmol) in DMSO (0.4 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1za was obtained as a colorless oil (58 mg, 0.14 mmol, 59%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.50 (g, 2H, J = 12.5 Hz), 2.00 (d, 2H, J = 12.5 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 11.5
Hz), 2.78 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.83 (br s, 1H), 5.08 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.39 (d, 1H, J = 3.5
Hz), 6.77 (d, 1H, J= 5.1 Hz), 7.01 (d, 1H, J = 3.5 Hz), 7.18-7.21 (m, 1H), 7.27 (d, 4H, J = 4.3 Hz), 8.23 (d,
1H,J=5.1Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.3, 48.0, 52.3, 63.2, 104.3, 113.4, 114.1, 124.7, 127.0, 128.2, 129.2,
138.4,154.2,155.1, 158.8, 161.8.

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(5-phenylfuran-2-yl)pyrimidin-2-amine 1z
dihydrochloride

Empirical formula : C,sH,sN,0.2HCI
Molecular weight : 483.43 g.mol™
Yield : 60 %

mp : 140-142 °C

Following general procedure E, using 1za (57 mg, 0.14 mmol) and phenylboronic acid (20 mg, 0.17
mmol) in a mixture MeCN (0.3 mL) and water (0.3 mL) and purified by chromatography on silica gel
(Si0,) using n-heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 1z was obtained as a free base. The
hydrochloride salt was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (50.4
pL, 2M, 2.0 equiv.) in MeOH (3.0 mL) to afford 1z.HCl as a yellow solid (40 mg, 0.08 mmol, 60%).

'H NMR (400 MHz, CDCls) : 6 1.56-1.65 (m, 2H), 2.00-2.05 (m, 2H), 2.20-2.28 (m, 2H), 2.83-2.88 (m,
2H), 3.55 (s, 2H), 3.88 (br s, 1H), 5.04 (d, 1H, J = 6.8 Hz), 6.71 (m, 1H, J = 3.6 Hz), 6.90 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.14 (d, 1H, J = 3.6 Hz), 7.18 (s, 1H), 7.20-7.31 (m, 5H), 7.34 (t, 2H, J = 7.9 Hz), 7.68 (d, 2H, J = 7.9
Hz), 8.22 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCl5) : & 31.6, 47.6, 51.8, 62.7, 104.6, 107.6, 113.6, 124.2, 127.5, 128.2, 128.3,
128.8, 129.5, 130.1, 155.8, 156.0, 158.4, 161.6.
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Partie expérimentale

e 1-(4-Phenylpyridin-2-yl)guanidine hydrochloride 2a

Empirical formula : C;,H;,N,.HCI
Molecular weight : 248.71 g.mol™
Yield : 76 % X NH
mp : 206-208 °C | _

N

N NH
H 2

Following general procedure O, using 57a (100 mg, 0.24 mmol) in a mixture HCl (1.2 mL, 2M in Et,0)
and Et,0 (1.0 mL) and purified by reverse chromatography (C;s) using H,0+0.05% HCI/MeOH (7:3 to
1:1) as eluent, 2a was obtained as a white solid (46 mg, 0.19 mmol, 76%).

'H NMR (400 MHz, MeOD) : 6 7.31 (d, 1H, J = 1.5 Hz), 7.47 (dd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 5.5 Hz), 7.50-7.56
(m, 3H), 7.74 (dd, 2H, J = 1.5 Hz, J = 7.7 Hz), 8.39 (d, 1H, J = 5.5 Hz).

C NMR (101 MHz, MeOD) : § 110.2, 117.5, 126.6, 129.0, 129.5, 136.9, 147.0, 151.7, 152.6, 155.8.

e 1-[4-(2-Chlorophenyl)pyridin-2-yl]guanidine hydrochloride 2b
Empirical formula : C;,H,;CIN,.HCI
Molecular weight : 283.16 g.mol™ cl
Yield : 29 %
mp : 189-191 °C o "i"'
HR-MS (M+H") : 247.0737 (calcd for Cy,H1,CIN,H* 247.0745) N/ H)\NHz

Following general procedure O, using 57b (144 mg, 0.32 mmol) in a mixture HCI (84.4 L, 37%) and
Et,0 (1.3 mL) and purified by reverse chromatography (Cyg) using H,0+0.05% HCl/MeOH (4:1 to 1:1)
as eluent, 2b was obtained as a white solid (26 mg, 0.09 mmol, 29%).

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § 7.16 (s, 1H), 7.30 (dd, 1H, J = 1.3 Hz, J = 5.3 Hz), 7.44-7.50 (m, 3H),
7.57-7.61 (m, 1H), 8.44 (d, 1H, J = 5.3 Hz).

C NMR (101 MHz, MeOD) : 6 113.3, 120.2, 127.3, 130.0, 130.2, 130.6, 131.5, 136.9, 146.4, 150.5,
152.0, 155.8.
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Partie expérimentale

e 1-[4-(2-Methoxyphenyl)pyridin-2-yl]guanidine trifluoroacetate 2c
Empirical formula : C;53H,4,N,0.C,F;0,H
Molecular weight : 356.30 g.mol™ 0/
Yield : 61 %
mp : 137-138 °C "i"'
HR-MS (M+H") : 243.1238 (calcd for Cy3H;4N,OH" 243.1240) N/ H)\NHZ

Following general procedure N, using 57¢ (94 mg, 0.21 mmol) in a mixture TFA (1.8) and DCM (1.8
mL) and purified by reverse chromatography (Cig) using H,0+0.05% TFA/MeOH (7:3 to 2:3) as
eluent, 2c was obtained as a white solid (47 mg, 0.13 mmol, 61%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) : 6 3.82 (s, 3H), 7.10 (t, 1H, J = 7.4 Hz), 7.19 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 7.25 (s,
1H), 7.32 (dd, 1H, J= 1.4Hz,J=5.4 Hz), 7.41 (dd, 1H,J= 1.7 Hz, J= 7.6 Hz), 7.47 (td, 1H, J=1.8 Hz, J =
7.8 Hz), 8.34(d, 1H,J=5.4 Hz), 8.44 (s, 4H), 11.22 (s, 1H).

C NMR (101 MHz, DMSO) : § 56.1, 112.6, 113.7, 120.3, 121.3, 126.4, 130.5, 131.4, 146.8, 149.3,
152.5, 155.8, 156.8.

e 1-[4-(3-Chlorophenyl)pyridin-2-yl]guanidine hydrochloride 2d

Cl
Empirical formula : C;,H,;CIN4.HCI

Molecular weight : 283.16 g.mol™
Yield : 45 %

mp : 102-105 °C | N "I""
HR-MS (M+H") : 247.0742 (calcd for Ci,H;,CIN,H* 247.0745) N/ )\

Following general procedure O, using 57d (154 mg, 0.34 mmol) in a mixture HCI (90.3 uL, 37%) and
Et,O (1.4 mL) and purified by reverse chromatography (C,s) using H,0+0.05% HCI/MeOH (4:1 to 1:1)
as eluent, 2d was obtained as a yellow solid (44 mg, 0.16 mmol, 45%).

'H NMR (400 MHz, MeOD) : 6 7.33 (s, 1H), 7.48 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 7.52-7.55 (m, 2H), 7.69 (d, 1H, J =
6.5 Hz), 7.76 (s, 1H), 8.42 (d, 1H, J = 5.4 Hz).

3C NMR (101 MHz, MeOD) : 6 110.5, 117.6, 125.2, 126.7, 129.4, 130.6, 134.9, 138.9, 147.2, 150.3,
152.6, 155.8.
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Partie expérimentale

e 1-[4-(3-Methoxyphenyl)pyridin-2-yl]guanidine hydrochloride 2e

Empirical formula : C;3H,,N,0.HCI
Molecular weight : 278.74 g.mol™

Yield : 59 %
mp : 107-110 °C AN NH
HR-MS (M+H’) : 243.1243 (calcd for C13H14N,OH" 243.1240) | _ )I\
N N NH,
H

Following general procedure O, using 57e (238 mg, 0.54 mmol) in a mixture HCl (850 uL, 37%) and
Et,O (2.2 mL) and purified by reverse chromatography (Cs) using H,0+0.05% HCI/MeOH (4:1 to 1:1)
as eluent, 2e was obtained as white solid (89 mg, 0.32 mmol, 59%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 3.73 (s, 3H), 6.82 (dd, 1H, J = 2.4 Hz, J = 8.3 Hz), 6.94 (t, 1H, J = 2.4 Hz),
7.00-7.03 (m, 2H), 7.13 (s, 1H), 7.22 (t, 1H, J = 7.9 Hz), 8.05 (d, 1H, J = 5.3 Hz), 8.30 (s, 4H).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 55.4, 111.5, 112.6, 114.7, 117.0, 119.3, 130.2, 138.6, 146.6, 151.1,
153.8, 156.5, 160.0.

e 1-[4-(4-Chlorophenyl)pyridin-2-yl]guanidine hydrochloride 2f

Cl

Empirical formula : C;,H,;CIN,.HCI
Molecular weight : 283.16 g.mol™

Yield : 68 %
mp : 255-256 °C A NH
HR-MS (M+H") : 247.0742 (calcd for Cy,H;,CIN4H* 247.0745) | P )I\

N H NH,

Following general procedure O, using 57f (30 mg, 0.07 mmol) in a mixture HCI (100.0 pL, 37%) and
Et,O (0.5 mL) and purified by reverse chromatography (C,s) using H,0+0.05% HCI/MeOH (4:1 to 1:1)
as eluent, 2d was obtained as a white solid (13 mg, 0.04 mmol, 68%).

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § 7.29 (d, 1H, J = 1.4 Hz), 7.50 (dd, 1H, J = 1.4 Hz, J = 5.4 Hz), 7.58 (d, 2H,
J=8.5Hz),7.76 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 8.42 (d, 1H, J = 5.4 Hz).

C NMR (101 MHz, MeOD) : § 110.1, 117.4, 128.3, 129.1, 147.2.
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Partie expérimentale

e 1-[4-(4-Methoxyphenyl)pyridin-2-yl]lguanidine hydrochloride 2g

Empirical formula : C;3H,,N,0.HCI
Molecular weight : 278.74 g.mol™
Yield : 63 %
mp : 283-284 °C
X NH
HR-MS (M+H") : 243.1237 (calcd for C;3H1,N,OH* 243.1240) |
Z
N

N NH
H 2

Following general procedure O, using 57g (140 mg, 0.32 mmol) in a mixture HCI (0.8 mL, 2M in Et,0)
and Et,0 (1.0 mL) and purified by reverse chromatography (Cyg) using H,0+0.05% HCI/MeOH (4:1 to
1:1) as eluent, 2g was obtained as white solid (55 mg, 0.20 mmol, 63%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) : & 3.82 (s, 3H), 7.10 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.26 (s, 1H), 7.47 (d, 1H, J = 5.4
Hz), 7.71 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 8.31 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 8.39 (s, 2H).

3¢ NMR (101 MHz, DMSO) : § 55.9, 109.6, 115.3, 117.1, 128.6, 128.9, 147.7, 150.2, 153.1, 155.8,
161.2.

e 1-[4-(4-Trifluoromethylphenyl)pyridin-2-yl]guanidine hydrochloride 2h

CF;

Empirical formula : C;3H;,F3N,.HCI

Molecular weight : 316.71 g.mol™

Yield : 41 %
mp : 255-256 °C N NH
HR-MS (M+H") : 281.1017 (calcd for C;3H;;FsN,H' 281.1009) | _ )]\

N N NH,

H

Following general procedure O, using 57h (220 mg, 0.46 mmol) in a mixture HCI (1.0 mL, 37%) and
Et,0 (1.9 mL) and purified by reverse chromatography (Cyg) using H,0+0.05% HCl/MeOH (4:1 to 1:1)
as eluent, 2h was obtained as white solid (60 mg, 0.19 mmol, 41%).

'H NMR (400 MHz, MeOD) : § 7.24 (s, 1H), 7.41 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 7.82 (d,
1H, J = 8.3 Hz), 8.33 (d, 1H, J = 5.4 Hz).

3C NMR (101 MHz, MeOD) : § 110.6, 117.7, 125.8 (q, / = 3.7 Hz), 127.6, 147.3, 150.2, 152.7.
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Partie expérimentale

®  (4-Phenylpyridin-2-yl)thiourea 2i

Empirical formula : C;,Hq;N5S

Molecular weight : 229.30 g.mol™

Yield : 60 %

mp : 207-209 °C

HR-MS (M+H") : 230.0736 (calcd for C1,H1;NsSH* 230.0746)

PN

N NH
H 2

A s
Z
N

62 (80 mg, 0.24 mmol, 1 equiv.) was dissolved in ethanol (1.8 mL). NaOH (29 mg, 0.72 mmol, 3
equiv.) was dissolved in water (1.8 mL) and added in the previous solution. The resulting solution
was heated at reflux for 1 hour. After it was cooled, the reaction mixture was concentrated under
vacuum. The crude residue was diluted in water. The organic phase was extracted 3 times with
EtOAc. The combined organic layers were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered,
concentrated and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc (4:1) as
eluent, to afford 2i as a white solid (33 mg, 0.14 mmol, 60%).

'H NMR (400 MHz, DMSO) : 6 7.37 (dd, 1H, J = 1.5 Hz, J = 5.4 Hz), 7.47-7.56 (m, 4H), 7.69 (d, 2H, J =
7.0 Hz), 8.30 (d, 1H, J = 5.4 Hz), 8.93 (s, 1H), 10.54 (s, 1H), 10.59 (s, 1H).

3C NMR (101 MHz, DMSO) : 6 110.3, 116.3, 127.2, 129.8, 130.0, 137.4, 147.2, 150.2, 154.8, 181.2.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-phenylpyridin-2-amine hydrochloride 3

Empirical formula : C,3H,sN3.HCI
Molecular weight : 379.93 g.mol™
Yield : 69 % AN N

mp : 218-220 °C N/ \
H

A microwave vial under argon was charged with 33 (80 mg, 0.42 mmol, 1.2 equiv.), 4-amino-1-
benzylpiperidine (71.9 uL, 0.35 mmol, 1.0 equiv.), Cs,CO; (172 mg, 0.53 mmol, 1.5 equiv.), Pd(OAc),
(2 mg, 0.01 mmol, 3 mol%) and BINAP (13 mg, 0.02 mmol, 6 mol%). Anhydrous dioxane (0.4 mL) was
added and the vial was properly capped. The reaction vessel was evacuated and backfilled with
argon (process repeated 3 times) heated at 105°C for 14 hours. After cooling, the reaction mixture
was concentrated under vacuum. The crude residue was diluted in water and extracted 3 times with
EtOAc. The combined organic phases were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and
concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent to afford 3 as a free base. The hydrochloride salt was prepared
following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (83.5 pL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (8.0
mL) to afford 3.HCl as a white solid (92 mg, 0.24 mmol, 69%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.49 (g, 2H, J = 10.0 Hz), 1.97-2.01 (m, 1H), 2.14 (t, 2H, J = 11.4 H2),
2.78 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.46 (s, 2H), 3.60-3.64 (m, 1H), 4.47 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.46 (s, 1H), 6.69 (d,
1H, J = 5.3 Hz), 7.15-7.20 (m, 1H), 7.24 (d, 4H, J = 4.4 Hz), 7.30-7.39 (m, 3H), 7.50 (d, 2H, J = 7.7 Hz),
8.03 (d, 1H, J = 5.3 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.6, 48.4, 52.2, 63.2, 104.8, 111.6, 126.9, 127.0, 128.2, 128.6, 128.9,
129.2, 138.4, 139.3, 148.6, 150.1, 158.5.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-6-phenylpyridin-2-amine hydrochloride 4
Empirical formula : C,3H,sN5. HCI AN N
Molecular weight : 379.93 g.mol™ | P
Yield : 85 % NN
mp : 230-237 °C

Following general procedure E, using 30 (1.6 g, 5.30 mmol) and phenylboronic acid (776 mg, 6.36
mmol) in a mixture MeCN (11.5 mL) and water (11.5 mL) and purified by chromatography on silica gel
(Si0,) using EtOAc as eluent, 4 was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared
following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (2.26 mL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH
(20.0 mL) to afford 4.HCl as a white solid (1.7 g, 4.51 mmol, 85%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : § 1.49 (q, 2H, J = 10.0 Hz), 1.98 (d, 2H, J = 10.9 Hz), 2.18 (t, 2H, J = 10.0
Hz), 2.84 (d, 2H, /= 10.9 Hz), 3.54 (s, 2H), 3.83 (br s, 1H), .43 (d, 1H, J=8.3 Hz), 6.49 (d, 1H, /= 7.3 Hz),
7.02 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.24-7.28 (m, 1H), 7.32-7.37 (m, 4H), 7.41-7.45 (m, 3H), 7.98 (d, 2H, J=7.9
Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.1, 47.8, 52.5, 62.6, 108.0, 126.6, 127.5, 128.7, 128.8, 128.9, 129.4,
137.9, 140.1, 154.3, 158.3, 172.5.

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-2-phenylpyrimidin-4-amine hydrochloride 5

Empirical formula : C,,H,,N,.HCI

N NN
Molecular weight : 380.91 g.mol™ _
N N
H

Yield : 39 %
mp : 208-209 °C

Following general procedure E, using 25a (60 mg, 0.20 mmol) and phenylboronic acid (29 mg, 0.24
mmol) in a mixture MeCN (0.4 mL) and water (0.4 mL) and purified by chromatography on silica gel
(Si0,) using n-heptane/EtOAc (0:1) as eluent, 5 was obtained as a free base. The hydrochloride salt
was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (140.0 uL, 2M, 1.0
equiv.) in MeOH (7.6 mL) to afford 5.HCl as a white solid (30 mg, 0.08 mmol, 39%).

'H NMR (400 MHz, CDCL) : 6 1.50 (q, 2H, J = 9.5 Hz), 1.95 (d, 2H, J = 9.5 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 10.8 Hz),
2.81 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.49 (s, 2H), 3.98 (br s, 1H), 6.39 (d, 1H, J = 5.9 Hz), 7.23-7.27 (m, 1H), 7.30-
7.33 (m, 4H), 7.44-7.46 (m, 3H), 8.13 (br s, 1H), 8.28-8.31 (m, 2H).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 30.9, 31.9, 52.4, 62.7, 127.3, 127.9, 128.6, 128.7, 129.3, 130.5, 138.8,
161.9, 163.0.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-6-phenylpyrazin-2-amine hydrochloride

Yield : 80 %
mp :129-134 °C

Empirical formula : C,,H,,N,.HCI
Molecular weight : 380.91 g.mol™ | j\

Following general procedure E, using 31 (90 mg, 0.30 mmol) and phenylboronic acid (43 mg, 0.36
mmol) in a mixture MeCN (0.6 mL) and water (0.6 mL) and purified by chromatography on silica gel
(Si0,) using EtOAc as eluent, 6 was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared
following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (95.0 uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (9.0
mL) to afford 6.HCl as a yellow solid (91 mg, 0.24 mmol, 80%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.61 (g, 2H, J = 13.2 Hz), 2.11 (d, 2H, J = 11.8 Hz), 2.25 (t, 2H, J =
13.2 Hz), 2.91 (d, 2H, J = 11.8 Hz), 3.57 (s, 2H), 3.85-3.88 (m, 1H), 4.60 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.26-7.29
(m, 1H), 7.31-7.49 (m, 3H), 7.80 (s, 1H), 7.95 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 8.26 (s, 1H).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.2, 48.1, 52.2, 63.1, 126.7, 127.2, 128.3, 128.7, 129.2, 129.3, 129.7,
130.2, 137.2, 138.0, 149.8, 153.3.

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-6-phenylpyridazin-4-amine dihydrochloride 7

Empirical formula : C,,H,,N4.2HCI

Molecular weight : 417.38 g.mol™
HN N
Yield: 12 %

mp : 106-114 °C
N\ /

N—N

A microwave vial under argon was charged with 42 (460 mg, 1.36 mmol, 1.0 equiv.), NEt; (2.27 mL,
16.37 mmol, 12.0 equiv.), Pd(PPhs), (64 mg, 0.05 mmol, 4 mol%) and anhydrous DMF (9.5 mL) and
the vial was properly capped. The mixture vessel was evacuated and backfilled with argon (process
repeated 3 times) and stirred at rt for 10 mins. A solution of formic acid (51.5 uL, 1.36 mmol, 1.0
equiv.) in anhydrous DMF (0.5 mL) was added and the resulting mixture was heated by microwave
irradiation at 100 °C for 45 mins. After cooling, the solution was concentrated under vacuum, to
afford 43, which is used without further purification.

Following general procedure E, using 43 and phenylboronic acid (250 mg, 2.05 mmol, 1.5 equiv.) in a
mixture MeCN (4.3 mL) and water (0.9 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent, 7 was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0O (158.8 uL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH (7.6 mL) to afford 7.HCl as a white solid (69 mg, 0.16 mmol, 12% over two steps).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.60 (g, 2H, J = 11.2 Hz), 2.04 (d, 2H, J = 11.2 Hz), 2.21 (t, 2H, J = 11.2
Hz), 2.88 (d, 2H, J = 11.2 Hz), 3.44 (br s, 1H), 3.55 (s, 2H), 4.66 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 6.79 (d, 1H, J = 2.5
Hz), 7.26-7.33 (m, 5H), 7.44-7.49 (m, 3H), 7.95 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 8.54 (d, 1H, J = 2.5 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 31.8, 49.0, 51.9, 63.0, 103.4, 127.2, 127.3, 128.3, 128.7, 129.1, 129.5,
137.6, 138.0, 140.0, 144.7, 158.8.
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Partie expérimentale

* N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-5-phenylpyridazin-3-amine hydrochloride 8a

Empirical formula : C,,H,,N,.HCI /_Q
N

Molecular weight : 380.91 g.mol™
Yield : 39 %
mp : 245-247 °C

\ / NH

N—N

A microwave vial (oven-dried and under argon) was charged with 38 (100 mg, 0.52 mmol, 1.0
equiv.), 4-amino-1-benzylpiperidine (128.8 uL, 0.63 mmol, 1.2 equiv.), Cs,CO; (259 mg, 0.79 mmol,
1.5 equiv.), Pd(OAc), (6 mg, 0.03 mmol, 5 mol%) and JosiPhos (15 mg, 0.03 mmol, 5 mol%).
Anhydrous dioxane was added and the vial was properly capped. The mixture vessel was evacuated
and backfilled with argon (process repeated 3 times) and heated at 90 °C for 14 hours. After cooling,
the reaction mixture was concentrated under vacuum. The crude residue was diluted in water and
extracted 3 times with EtOAc. The combined organic phases were washed with brine, dried over
Na,S0,, filtered and concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography on
silica gel (SiO,) using EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent to afford 8a as a free base. The
hydrochloride salt was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (70.0
uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (7.0 mL) to afford 8.HCl as a brown solid (79 mg, 0.21 mmol, 39%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.54 (q, 2H, J = 10.9 Hz), 2.05 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 2.16 (t, 2H, J = 10.9
Hz), 2.83 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.49 (s, 2H), 3.83 (br s, 1H), 4.77 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 6.67 (s, 1H), 7.17-
7.22 (m, 1H), 7.27 (d, 4H, J = 4.4 Hz), 7.40-7.46 (m, 3H), 7.53 (d, 2H, J= 7.5 Hz), 8.72 (s, 1H).

BC NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 32.3, 48.4, 52.1, 63.1, 110.0, 127.0, 127.1, 128.3, 129.2, 129.3, 129.6,
135.5,138.1, 139.9, 142.3, 158.8.

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-6-phenylpyrimidin-4-amine dihydrochloride 9
Empirical formula : C,,H,,N4.2HCI N&N N
Molecular weight : 417.38 g.mol™ | _

Yield : 74 % N
mp : 130-137 °C

Following general procedure E, using 27 (94 mg, 0.31 mmol) and phenylboronic acid (45 mg, 0.37
mmol) in a mixture MeCN (0.7 mL) and water (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel
(SiO,) using n-heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 9 was otained as a free base. The hydrochloride
salt was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (163.7 uL, 2M, 2.0
equiv.) in MeOH (7.0 mL) to afford 9.HCl as a white solid (96 mg, 0.23 mmaol, 74%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.60 (g, 2H, J = 11.5 Hz), 2.00 (d, 2H, J = 10.9 Hz), 2.21 (t, 2H, J = 10.9
Hz), 2.86 (d, 2H, J = 11.5 Hz), 3.54 (s, 2H), 3.77 (br s, 1H), 4.94 (br s, 1H), 6.61 (s, 1H), 7.18-7.29 (m,
5H), 7.37-7.40 (m, 3H), 7.86-7.89 (m, 2H), 8.56 (s, 1H).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 31.8, 47.7, 51.9, 62.8, 126.8, 127.5, 128.4, 128.7, 129.4, 130.1, 137.7,
158.8, 162.2.
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Partie expérimentale

e 2-[(1-Benzylpiperidin-4-yl)oxy]-4-phenylpyrimidine hydrochloride 10a

Empirical formula : C;,H,3N;0.HCI
Molecular weight : 381.90 g.mol™

Yield : 43 % | N N
mp : 65-67 °C /)\
LC/MS (ESI) : [M+H]* 346.1. N o

In a dry round-bottom flask under argon, 1-benzyl-4-hydroxypiperidine (157 mg, 0.79 mmol, 1.5
equiv.) was dissolved in anhydrous DMF (2.5 mL). NaH (34 mg, 0.84 mmol, 1.6 equiv., 60%) was
added and the resulting mixture was stirred for 10 mins. Then, 17b (100 mg, 0.52 mmol, 1.0 equiv.)
was added and the reaction media was heated at 100 °C for 16 hours. After cooling, the reaction
mixture was quenched with a saturated solution of NaHCO;. The aqueous phase was extracted 3
times with EtOAc. The combined organic phases were washed with brine, dried over Na,SO,, filtered
and concentrated under vacuum. The crude was purified by chromatography on silica gel (SiO,)
using n-heptane/EtOAc (1:1 to 35:65) as eluent, to afford 10a as a free base. The hydrochloride salt
was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (115.0 uL, 2M, 1.0
equiv.) in MeOH to afford 10a.HCl as a white solid (87 mg, 0.23 mmol, 43%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.90-1.93 (m, 2H), 2.09 (br s, 2H), 2.33 (br s, 2H), 2.80 (br s, 2H), 3.53
(s, 2H), 5.11 (br s, 1H), 7.18-7.21 (m, 1H), 7.24-7.31 (m, 5H), 7.41-7.43 (m, 3H), 7.98-8.01 (m, 2H),
8.45 (d, 1H, J = 5.2 Hz).

C NMR (101 MHz, €DCl;) : 6 30.6, 50.7, 62.9, 110.4, 127.2, 128.3, 128.9, 129.3, 131.1, 136.5, 159.8,
165.0, 166.4.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-N-methyl-4-phenylpyrimidin-2-amine 10b
dihydrochloride

Empirical formula : C,3H,6N,.2HCI
Molecular weight : 431.40 g.mol™
Yield : 49 % N

mp :170-172 °C | /)\

LC/MS (ESI) : [M+H]* 359.1. N N

Following general procedure A, using 17b (79 mg, 0.41 mmol) and 1-benzyl-N-methylpiperidine (167
mg, 0.82 mmol) in DMSO (5.4 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (3:2 to 35:65) as eluent, 10b was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (200 pL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH to afford 10b.HCI as a white solid (88 mg, 0.20 mmol, 49%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : 6 1.73 (d, 2H, J = 11.6 Hz), 1.92 (q, 2H, J = 11.6 Hz), 2.21 (t, 2H, J = 11.6
Hz), 3.03 (d, 2H, J = 11.6 Hz), 3.15 (s, 3H), 3.57 (s, 2H), 4.78 (t, 1H, J = 11.6 Hz), 6.90 (d, 1H, J = 5.2
Hz), 7.26-7.35 (m, 5H), 7.46-7.48 (m, 3H), 8.05-8.07 (m, 2H), 8.37 (d, 1H, J = 5.2 Hz).

3C NMR (101 MHz, €DCls) : 6 29.1, 29.2, 52.7, 53.5, 63.3, 105.0, 127.1, 127.2, 128.3, 128.7, 129.3,
130.4, 138.1, 138.5, 158.3, 162.1, 164.1.

e 4-Benzyl-N-(1-benzylpiperidin-4-yl)pyrimidin-2-amine hydrochloride 11a
Empirical formula : C,3H,sN,.HCI N N
Molecular weight : 394.94 g.mol™ @\/E\/)\ /O /\©
Yield : 48 % N H
mp : 244-247 °C

Following general procedure A, using 18a (73 mg, 0.36 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine (146.0
puL, 0.71 mmol) in DMSO (0.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (2:3 to 0:1) as eluent, 11a was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (100 pL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (8.0 mL) to afford 11a.HCl as a white solid (68 mg, 0.17 mmol, 48%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.48 (q, 2H, J = 12.4 Hz), 1.97 (d, 2H, J = 12.4 Hz), 2.13 (t, 2H, J = 11.2
Hz), 2.77 (d, 2H, J = 11.2 Hz), 3.47 (s, 2H), 3.80 (br s, 1H), 3.81 (s, 2H), 4.96 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.24 (d,
1H, J=5.0 Hz), 7.15-7.27 (m, 10H), 8.07 (d, 1H, J = 5.0 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : § 32.3, 44.3, 47.9, 52.3, 63.2, 109.6, 126.6, 127.0, 128.2, 128.6, 129.2,
129.3, 138.0, 138.4, 158.0, 161.7, 170.2.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-4-yl)-4-(2-phenylethyl)pyrimidin-2-amine 11b
dihydrochloride
Empirical formula : Cy4HysN4.2HCI N N
Molecular weight : 445.43 g.mol™ | /)\
Yield : 73 % NN

mp : 226-230 °C

Following general procedure A, using 18b (165 mg, 0.75 mmol) and 4-amino-1-benzylpiperidine
(308.8 pL, 1.51 mmol) in DMSO (1.4 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (2:3 to 0:1) as eluent, 11b was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (463 uL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH (15.0 mL) to afford 11b.HCI as a white solid (246 mg, 0.55 mmol, 73%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.52 (q, 2H, J = 10.8 Hz), 1.97 (d, 2H, J = 12.4 Hz), 2.16 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.74-2.81 (m, 4H), 2.89-2.93 (m, 2H), 3.49 (s, 2H), 3.80 (br s, 1H), 4.91 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.26 (d,
1H, J=5.0 Hz), 7.08-7.12 (m, 3H), 7.17-7.28 (m, 7H), 8.04 (d, 1H, J = 5.0 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 32.1, 34.5, 39.4, 47.7, 52.2, 63.1, 109.7, 126.1, 127.3, 128.3, 128.4,
128.5,129.4, 141.3, 157.7, 161.8, 170.6.

e N-[1-(3-Methoxypropyl)piperidin-4-yl]-4-phenylpyrimidin-2-amine 12a
hydrochloride
Empirical formula : CygH,6N4.HCI N N
Molecular weight : 346.90 g.mol™ | /)\ /\l/
Yield : 48 % NN
mp : 268-269 °C

Following general procedure B, using 20a (150 mg, 0.59 mmol) and isobutyraldehyde (107.7 uL, 1.18
mmol) in MeOH (8.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using EtOAc/MeOH (1:0
to 4:1) as eluent, 12a was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared following
general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (135 pL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (12.0 mL) to
afford 12a.HCl as a white solid (99 mg, 0.29 mmol, 48%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 0.90 (s, 3H), 0.91 (s, 3H), 1.58 (g, 2H, J = 10.0 Hz), 1.78 (sept., 1H, J =
6.8 Hz), 2.04-2.16 (m, 6H), 2.82 (d, 2H, J = 11.0 Hz), 3.95 (br s, 1H), 5.13 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 6.94 (d,
1H, J = 5.1 Hz), 7.45-7.47 (m, 3H), 8.00-8.01 (m, 2H), 8.32 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

BC NMR (101 MHz, CDCls) : 6 21.0, 25.8, 32.4, 48.2, 52.8, 67.1, 106.4, 126.9, 128.7, 130.4, 137.6,
158.6, 162.1, 164.9.
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Partie expérimentale

e N-[1-(Cyclopentylmethyl)piperidin-4-yl]-4-phenylpyrimidin-2-amine 12b
hydrochloride
Empirical formula : C,,H,3N,.HCI N N
Molecular weight : 372.94 g.mol™ | /)\ /O /\O
Yield : 59 % NN
mp : 254-255 °C

Following general procedure B, using 20a (150 mg, 0.59 mmol) and cyclopentanecarbaldehyde (126.0
puL, 1.18 mmol) in MeOH (8.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent, 12b was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (155 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (14.0 mL) to afford 12b.HCI as a white solid (130 mg, 0.35 mmol, 59%).

'H NMR (400 MHz, CDC;) : 6 1.15-1.25 (m, 2H), 1.48-1.62 (m, 6H), 1.72-1.80 (m, 2H), 2.04-2.10 (m,
3H), 2.17 (t, 2H, J = 11.0 Hz), 2.29 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 2.87 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.95 (br s, 1H), 5.12 (d,
1H,J=7.8 Hz), 6.94 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.45-7.47 (m, 3H), 8.00-8.01 (m, 2H), 8.32 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCls) : § 25.2, 31.6, 32.4, 37.6, 48.2, 52.8, 64.8, 106.4, 127.0, 128.7, 130.4,
137.6, 158.6, 162.1, 164.9.

e N-{1-[(2-Methoxyphenyl)methyl]piperidin-4-yl}-4-phenylpyrimidin-2- 12c
amine hydrochloride

Empirical formula : C,3H,sN,0.HCI

\0
Molecular weight : 410.94 g.mol™ | NN N
Yield : 53 % /)\
N N
H

Following general procedure B, using 20a (110 mg, 0.43 mmol) and 2-methoxybenzaldehyde (62.7 pL,
0.52 mmol) in MeOH (6.1 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using EtOAc/MeOH
(1:0 to 4:1) as eluent, 12c was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared following
general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (85 uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (8.0 mL) to
afford 12¢.HCl as a white solid (95 mg, 0.23 mmol, 53%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.69 (g, 2H, J = 12.4 Hz), 2.14 (d, 2H, J = 12.4 Hz), 2.35 (t, 2H, J = 11.0
Hz), 2.95 (d, 2H, J = 11.0 Hz), 3.65 (s, 2H), 3.87 (s, 3H), 4.00-4.02 (m, 1H), 5.18 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.92
(d, 1H, J = 8.2 Hz), 6.97-7.01 (m, 2H), 7.29 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.41 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 7.49-7.51 (m,
3H), 8.03-8.06 (m, 2H), 8.36 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCls) : 6 32.4, 48.0, 52.3, 55.5, 56.1, 106.4, 110.5, 120.3, 126.4, 127.0, 128.0,
128.7, 130.4, 130.6, 137.6, 157.8, 158.6, 162.1, 164.9.
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Partie expérimentale

e N-{1-[(2-Chlorophenyl)methyl]piperidin-4-yl}-4-phenylpyrimidin-2-amine 12d
hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3CIN,.HCI

Cl
Molecular weight : 415.36 g.mol™ | SN /Ol/\©
Yield : 46 % /)\
e (] N H

mp : 243-245 °C

Following general procedure B, using 20a (110 mg, 0.43 mmol) and 2-chlorobenzaldehyde (58.4 pL,
0.52 mmol) in MeOH (6.1 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 12d was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (75 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (7.0 mL) to afford 12d.HCI as a white solid (83 mg, 0.20 mmol, 46%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.61 (g, 2H, J = 12.7 Hz), 2.11 (d, 2H, J = 12.7 Hz), 2.35 (t, 2H, J = 11.4
Hz), 2.90 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.66 (s, 2H), 3.98-4.01 (m, 1H), 5.13 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.96 (d, 1H, J =
5.1 Hz), 7.19 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.23-7.27 (m, 1H), 7.35 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.46-7.51 (m, 3H), 7.99-8.01
(m, 2H), 8.33 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.4, 48.0, 52.4, 59.3, 106.5, 126.6, 127.0, 128.0, 128.7, 129.4, 130.5,
130.6, 134.3, 136.3, 137.5, 158.6, 162.1, 164.9.

e N-{1-[(3-Methoxyphenyl)methyl]piperidin-4-yl}-4-phenylpyrimidin-2- 12e
amine hydrochloride

Yield : 47 % H
mp : 228-336 °C

Empirical formula : C,5H,N,O.HCI N N O\
Molecular weight : 410.94 g.mol™ | /)\
N N

Following general procedure B, using 20a (116 mg, 0.46 mmol) and 3-methoxybenzaldehyde (66.6 LL,
0.55 mmol) in MeOH (6.4 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using EtOAc/MeOH
(1:0 to 4:1) as eluent, 12e was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared following
general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (75 uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (7.0 mL) to
afford 12e.HCl as a white solid (88 mg, 0.21 mmol, 47%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.64 (q, 2H, J = 12.8 Hz), 2.14 (d, 2H, J = 12.8 Hz), 2.28 (t, 2H, J = 10.9
Hz), 2.90 (d, 2H, J = 10.9 Hz), 3.56 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 4.00-4.03 (m, 1H), 5.17 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.85
(d, 1H, J = 8.3 Hz), 6.95-6.97 (m, 2H), 6.99 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.29 (d, 1H, J = 8.7 Hz), 7.50-7.52 (m,
3H), 8.04-8.06 (m, 2H), 8.36 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3C NMR (101 MHz, CDCls) : 6 32.4, 48.1, 52.3, 55.2, 63.1, 106.5, 112.4, 114.6, 121.5, 127.0, 128.7,
129.2, 130.5, 137.5, 140.2, 158.6, 159.6, 162.1, 164.9.
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Partie expérimentale

e N-{1-[(3-Chlorophenyl)methyl]piperidin-4-yl}-4-phenylpyrimidin-2- 12f
amine hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3CIN,.HCI \
Molecular weight : 415.36 g.mol™
Yield : 44 %

mp : 239-247 °C

Following general procedure B, using 20a (110 mg, 0.43 mmol) and 3-chlorobenzaldehyde (58.8 pL,
0.52 mmol) in MeOH (6.1 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 12f was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (75 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (7.0 mL) to afford 12f.HCl as a white solid (80 mg, 0.19 mmol, 44%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.62 (g, 2H, J = 12.4 Hz), 2.12 (d, 2H, J = 12.4 Hz), 2.26 (t, 2H, J = 10.9
Hz), 2.86 (d, 2H, J = 10.9 Hz), 3.53 (s, 2H), 3.98-4.01 (m, 1H), 5.16 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.98 (d, 1H, J =
5.1 Hz), 7.22-7.29 (m, 3H), 7.38 (s, 1H), 7.48-7.50 (m, 3H), 8.01-8.03 (m, 2H), 8.25 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.4, 48.0, 52.3, 62.6, 106.5, 127.0, 127.1, 127.2, 128.7, 129.0, 129.5,
130.5, 134.2, 137.5, 140.8, 158.6, 162.0, 164.9.

e N-{1-[(4-Methoxyphenyl)methyl]piperidin-4-yl}-4-phenylpyrimidin-2- 12g
amine dihydrochloride

Empirical formula : C,3H,N,0.2HCI \
Molecular weight : 447.40 g.mol™
Yield : 54 %

mp : 120-121 °C

Following general procedure B, using 20a (241 mg, 0.95 mmol) and 4-methoxybenzaldehyde (280.0
puL, 2.28 mmol) in MeOH (13.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent, 12g was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (515 pL, 2M, 2.0 equiv.) in
MeOH (15.0 mL) to afford 12g.HCl as a white solid (261 mg, 0.58 mmol, 54%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.54 (g, 2H, J = 10.3 Hz), 2.02 (d, 2H, J = 12.2 Hz), 2.14 (t, 2H, J = 11.2
Hz), 2.77 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.41 (s, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.91 (br s, 1H), 5.04 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.79 (d,
2H, J = 8.3 Hz), 6.87 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 7.17 (d, 2H, J = 8.3 Hz), 7.38-7.40 (m, 3H), 7.91-7.94 (m, 2H),
8.24 (d, 1H, J = 5.1 Hz).

3¢ NMR (101 MHz, CDCls) : 6 30.3, 32.3, 48.1, 52.2, 55.3, 62.6, 106.5, 113.6, 127.0, 128.7, 130.4,
130.5, 137.5, 158.6, 158.7, 162.0.
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Partie expérimentale

e N-{1-[(4-Chlorophenyl)methyl]piperidin-4-yl}-4-phenylpyrimidin-2- 12h
amine hydrochloride

Yield : 29 % N
mp : 228-230 °C

Empirical formula : C,,H,3CIN,.HCI N N
Molecular weight : 415.36 g.mol™ | /)\
N N Cl

Following general procedure B, using 20a (89 mg, 0.35 mmol) and 4-chlorobenzaldehyde (49.4 uL,
0.42 mmol) in MeOH (4.9 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-
heptane/EtOAc (1:1 to 0:1) as eluent, 12h was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (36 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (3.8 mL) to afford 12h.HCl as a white solid (42 mg, 0.10 mmol, 29%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.51 (g, 2H, J = 11.0 Hz), 2.02 (d, 2H, J = 10.7 Hz), 2.15 (t, 2H, J = 10.8
Hz), 2.75 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.42 (s, 2H), 3.90 (br s, 1H), 5.03 (d, 1H, J = 7.4 Hz), 6.88 (d, 1H, J = 5.2
Hz), 7.18-7.21 (m, 4H), 7.38-7.39 (m, 3H), 7.91-7.92 (m, 2H), 8.25 (d, 1H, J=5.2 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 30.3, 32.3, 52.3, 62.4, 106.5, 127.0, 128.4, 128.7, 130.4, 130.5, 132.7,
137.1, 137.5, 158.6, 162.0.

e 4-Phenyl-N-[1-(pyridin-3-ylmethyl)piperidin-4-yl]pyrimidin-2-amine 12i
hydrochloride
Empirical formula : C,,H,3Ns.HCI XN N NN
Molecular weight : 381.90 g.mol™ | /)\ /O /\()
Yield : 53 % NN N
mp : 250-252 °C

Following general procedure B, using 20a (150 mg, 0.59 mmol) and 3-pyridinecarboxaldehyde (110.6
pL, 1.18 mmol) in MeOH (8.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) EtOAc/MeOH
(1:0 to 4:1) as eluent, 12i was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared following
general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (140 uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (7.0 mL) to
afford 12i.HCI as a white solid (120 mg, 0.31 mmol, 53%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.60 (g, 2H, J = 13.8 Hz), 2.12 (d, 2H, J = 13.8 Hz), 2.27 (t, 2H, J = 11.7
Hz), 2.86 (d, 2H, J = 11.7 Hz), 3.56 (s, 2H), 3.99 (br s, 1H), 5.21 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 6.97 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.26-7.29 (m, 1H), 7.47-7.49 (m, 2H), 7.70 (d, 1H, J = 7.9 Hz), 8.00-8.02 (m, 2H), 8.34 (d, 1H, J =
5.1 Hz), 8.53 (d, 1H, J = 4.8 Hz), 8.58 (s, 1H).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.3, 47.9, 52.3, 60.3, 106.5, 123.3, 126.9, 128.7, 130.5, 133.9, 136.7,
137.5, 148.6, 150.4, 158.6, 162.0, 164.9.
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Partie expérimentale

e 4-Phenyl-N-[1-(pyridin-4-ylmethyl)piperidin-4-yl]pyrimidin-2-amine 12j
hydrochloride

Empirical formula : C,,H,3Ns.HCI | N N AN
o . -1

Molecular weight : 381.90 g.mol /)\ _N

Yield : 36 % NN

mp : 237-240 °C

Following general procedure B, using 20a (150 mg, 0.59 mmol) and 4-pyridinecarboxaldehyde (111.0
puL, 1.18 mmol) in MeOH (8.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using
EtOAc/MeOH (1:0 to 4:1) as eluent, 12j was obtained as a free base. The hydrochloride salt was
prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (80 uL, 2M, 1.0 equiv.) in
MeOH (7.0 mL) to afford 12j.HCI as a white solid (81 mg, 0.21 mmol, 36%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.60 (q, 2H, J = 12.7 Hz), 2.10 (d, 2H, J = 12.7 Hz), 2.56 (t, 2H, J = 11.4
Hz), 2.82 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.52 (s, 2H), 3.98 (br s, 1H), 5.18 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 6.95 (d, 1H, J = 5.1
Hz), 7.28 (d, 2H, J = 5.6 Hz), 7.45-7.47 (m, 2H), 7.98-8.00 (m, 2H), 8.32 (d, 1H, J = 5.1 Hz), 8.54 (d, 2H, J
= 5.6 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl;) : 6 32.3, 47.9, 52.5, 61.9, 106.5, 123.8, 126.9, 128.7, 130.5, 137.5, 147.9,
149.8, 158.5, 162.0, 164.9.

e 4-Phenyl-N-[1-(2-phenylethyl)piperidin-4-yl]pyrimidin-2-amine 12k
hydrochloride

Empirical formula : C,3HsN,.HCI

Molecular weight : 394.94 g.mol™ | NN N
Yield : 60 % /)\

N N
mp : 267-269 °C H

Following general procedure B, using 20a (150 mg, 0.59 mmol) and phenylacetaldehyde (137.7 pL,
1.18 mmol) in MeOH (8.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using /MeOH (1:0
to 4:1) as eluent, 12k was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared following
general procedure Q, using a solution of HCl in Et,O (155 uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (10.0 mL) to
afford 12k.HCl as a white solid (141 mg, 0.36 mmol, 60%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) : 6 1.66 (g, 2H, J = 11.0 Hz), 2.19 (d, 2H, J = 11.0 Hz), 2.33 (t, 2H, J = 11.0
Hz), 2.64-2.69 (m, 2H), 2.85-2.89 (m, 2H), 3.02 (d, 2H, J = 11.0 Hz), 4.03 (br s, 1H), 5.20 (d, 1H, J = 7.9
Hz), 6.99 (d, 1H, J = 5.3 Hz), 7.22-7.26 (m, 3H), 7.30 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.34 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.49-
7.51 (m, 3H), 8.04-8.05 (m, 2H), 8.37 (d, 1H, J = 5.3 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : § 32.4, 33.9, 48.0, 52.4, 60.7, 106.5, 126.0, 127.0, 128.4, 128.7, 130.5,
137.5, 140.4, 158.6, 162.0, 164.9.
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Partie expérimentale

e N-[(1-Benzylpiperidin-4-yl)methyl]-4-phenylpyrimidin-2-amine 13a
hydrochloride
Empirical formula : C,3H,sN,.HCI N
Molecular weight : 394.94 g.mol™ | /)\
Yield : 86 % NN
mp : 140-141 °C N

Following general procedure A, wusing 17b (80 mg, 0.42 mmol) and (1-benzyl-4-
piperidinyl)methylamine (168.3 puL, 0.84 mmol) in DMSO (0.8 mL) and purified by chromatography on
silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc (2:3 to 0:1) as eluent, 13a was obtained as a free base. The
hydrochloride salt was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (153
pL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (15.0 mL) to afford 13a.HCl as a yellow solid (143 mg, 0.36 mmol, 86%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.26-1.35 (m, 2H), 1.52-1.59 (m, 1H), 1.69 (d, 2H, J = 12.4 Hz), 1.88 (t,
2H,J=11.4 Hz), 2.83 (d, 2H, J = 11.4 Hz), 3.32-3.42 (m, 4H), 5.21-5.24 (m, 1H), 6.86 (d, 1H, J=5.1 Hz),
7.15-7.24 (m, 5H), 7.38 (br s, 3H), 7.93 (br s, 2H), 8.23 (d, 1H, J= 5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : § 30.2, 36.3, 47.2, 53.5, 63.5, 106.4, 126.9, 127.0, 128.1, 128.7, 129.2,
130.4, 137.6, 138.6, 158.5, 162.9.

e N-[2-(1-Benzylpiperidin-4-yl)ethyl]-4-phenylpyrimidin-2-amine 13b
hydrochloride
Empirical formula : C;;H,3N,.HCI N N
Molecular weight : 408.97 g.mol™ | /)\ /\/O /\©
Yield : 88 % NN
mp : 181-182 °C

Following general procedure A, using 17b (80 mg, 0.42 mmol) and 2-(1-benzyl-4-
piperidinyl)ethylamine (182.3 pL, 0.84 mmol) in DMSO (0.8 mL) and purified by chromatography on
silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc (2:3 to 0:1) as eluent, 13b was obtained as a free base. The
hydrochloride salt was prepared following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (157
pL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (15.0 mL) to afford 13b.HCI as a white solid (152 mg, 0.37 mmol, 88%).

'"H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.25-1.34 (m, 2H), 1.51-1.65 (m, 4H), 1.85-1.96 (m, 2H), 2.29 (br s, 1H),
2.81 (s, 2H), 3.40-3.44 (m, 4H), 5.14 (br s, 1H), 6.87 (br s, 1H), 7.21-7.39 (m, 8H), 7.94 (br s, 1H), 8.24
(brs, 1H).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 32.3, 33.5, 36.4, 39.2, 53.8, 63.5, 106.4, 126.9, 127.0, 128.1, 128.7,
129.2,130.4, 137.6, 138.6, 158.5, 162.7, 164.8.
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Partie expérimentale

e N-(1-Benzylpiperidin-3-yl)-4-phenylpyrimidin-2-amine hydrochloride 14a
Empirical formula : C,,H,,N,.HCI | SN /G \/@
Molecular weight : 380.91 g.mol™ N/)\N N
Yield : 38 % H

Following general procedure B, using 20b (115 mg, 0.45 mmol) and benzaldehyde (91.4 uL, 0.90
mmol) in MeOH (6.3 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using n-heptane/EtOAc
(7:3 to 1:1) as eluent, 14a was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared following
general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (70 uL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (3.0 mL) to
afford 14a.HCl as a white solid (65 mg, 0.17 mmol, 38%).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) : 6 1.40-1.61 (m, 4H), 2.13-2.27 (m, 3H), 2.52 (br s, 1H), 3.30 (d, 1H, 13.2
Hz), 3.34 (d, 1H, J = 13.3 Hz), 4.07 (br s, 1H), 5.47 (br s, 1H), 6.72 (d, 1H,J=5.1 Hz), 7.03 (t, 1H,/=7.3
Hz), 7.11 (t, 2H,J=7.3 Hz), 7.15 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.25-7.27 (m, 3H), 7.79-7.82 (m, 2H), 8.11 (d, 1H, J
=5.1 Hz).

C NMR (101 MHz, CDCl5) : 6 22.5, 29.3, 47.0, 53.7, 58.8, 63.3, 106.2, 126.9, 127.0, 128.2, 128.7,
129.0, 130.4, 137.6, 138.4, 158.6, 162.0, 164.9.

e N-[(1-Benzylpiperidin-3-yl)methyl]-4-phenylpyrimidin-2-amine 14b
hydrochloride
[ )
Empirical formula : C,3HsN,.HCI N N
H

Molecular weight : 394.94 g.mol™
Yield : 66 %

Following general procedure B, using 20c (205 mg, 0.76 mmol) and benzaldehyde (154.4 ulL, 1.53
mmol) in MeOH (10.7 mL) and purified by chromatography on silica gel (SiO,) using EtOAc/MeOH
(1:0 to 4:1) as eluent, 14b was obtained as a free base. The hydrochloride salt was prepared
following general procedure Q, using a solution of HCl in Et,0 (210 pL, 2M, 1.0 equiv.) in MeOH (7.0
mL) to afford 14b.HCl as a white solid (200 mg, 0.51 mmol, 66%).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) : & 1.06 (g, 1H, J = 10.4 Hz), 1.52-1.59 (m, 1H), 1.63-1.69 (m, 1H), 1.79 (q,
1H, J = 12.9 Hz), 1.84-1.98 (m, 3H), 2.71 (d, 1H, J = 10.9 Hz), 2.87 (d, 1H, J = 10.0 Hz), 3.38