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Introduction générale

Le cancer est aujourd’hui I'une des maladies les plus meurtriéres dans le monde avec plus
de 9.5 millions de décés en 2018 et des estimations pour 2040 avoisinants 16.4 millions.12 Il s'agit
de la deuxieme cause mondiale de déces, responsable d'un déces sur six en 2018 (World Health
Organization). Bien que l'arsenal thérapeutique permette de ralentir efficacement la croissance
tumorale de nombreux cancers et d'augmenter le taux de survie des patients, son efficacité peut
étre limitée par l'apparition de phénomenes de résistance, de récidive ou encore de problémes
de toxicite.

Grace aux progres considérables réalisés depuis les vingt dernieres années dans la
compréhension des mécanismes cellulaires impliqués dans la tumorigénése et la progression
tumorale, les kinases de la famille Aurora (A, B et C) se sont avérées étre des nouvelles cibles
thérapeutiques potentielles a visée anticancéreuse.3# Ces kinases jouent un réle fondamental dans
la division cellulaire tout au long de la mitose.5 Elles sont surexprimées dans les cellules
cancéreuses et leur inhibition constitue une approche thérapeutique trés prometteuse pour
concevoir de nouveaux agents anticancéreux. Les inhibiteurs des kinases Aurora ciblent
spécifiquement les cellules en division et induisent des mitoses aberrantes, ou les cellules sont
finalement éliminées par apoptose.6

L'équipe d'Ali Al-Mourabit qui m'a accueillie a I'Institut de Chimie des Substances
Naturelles (ICSN) consacre sa recherche a 'isolement et la détermination structurale de nouveaux
métabolites secondaires bioactifs d'éponges marines. La synthése biomimétique, la synthese
totale ainsi que la chimie médicinale autour des meétabolites marins isolés au laboratoire
constituent le deuxiéme axe de recherche du laboratoire. En effet la mer représente une source
riche de produits naturels bioactifs mais encore peu exploitée. Malgré l'intérét qu'ils suscitent, les
fonds marins sont plus difficilement accessibles pour la collecte d'organismes et la reproduction
en laboratoire de leurs écosystémes complexes représente un défi pour les scientifiques.” Les
avancées techniques ont permis d'isoler des produits naturels marins possedant des structures
chimiques originales sans équivalent terrestre avec un large spectre d'activités
pharmacologiques.® Les produits naturels marins présentent néanmoins des inconvénients : les
structures sont souvent trop complexes pour étre accessibles par synthese totale et leur
approvisionnement directement dans leur milieu naturel est bien souvent incompatible avec leur
industrialisation a grande échelle. Ils peuvent également étre particulierement toxiques ou pas
assez sélectifs. La simplification des produits naturels marins par synthese organique est alors une
stratégie permettant de valoriser et d'exploiter leur originalité structurale ainsi que leurs
propriétés biologiques, tout en contournant les problémes d'acces, de synthese et d'activités
biologiques indésirables.’

La benzosceptrine C est une nouvelle molécule naturelle originale isolée de I'éponge
marine Agelas Dendromorpha au sein du laboratoire et sur laquelle des travaux de synthese totale
et de simplification ont été menés. Ainsi, sur la base de ces travaux antérieurs, un hit analogue de
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I'oroidine (monomere de la benzosceptrine C) a pu étre identifié lors d'un criblage par nos
collaborateurs de la Station Biologique de Roscoff. C'est I'analogue EL228 qui s'est avéré étre un
inhibiteur sélectif de la kinase Aurora B avec une ICso de 5 uM.

Le sujet de la these a été de concevoir et synthétiser des analogues plus actifs a partir du
hit initial, pour conduire a un potentiel candidat médicament ciblant la kinase Aurora B. L'objectif
était également d'étudier le mode d’action biologique des meilleurs inhibiteurs sélectionnés.

Ainsi au cours de la thése, nous avons préparé plus de quatre-vingt nouveaux analogues
en nous basant sur I'étude des relations de structure-activité. Les évaluations pharmacologiques
ont permis de mettre en évidence de nouveaux composés actifs sur la kinase Aurora B avec des
ICso de I'ordre du nanomolaire, jusqu’a 150 fois plus actif que le hit initial EL228. Les dérivés actifs
se sont révélés étre des inhibiteurs non-compétitifs mixtes vis-a-vis de I'ATP, ce qui n'a jusqu'alors
été que tres peu décrit pour cette kinase. Les études biologiques sur cellules ont également permis
de valider leur mode d’action sur la cible biologique.

Aprés une breve introduction sur le cancer, le premier chapitre est consacré a la
présentation des kinases et plus particulierement des kinases Aurora, avec leurs roles dans la
division cellulaire et leurs intéréts en tant que cibles thérapeutiques anticancéreuses. Ce chapitre
I porte aussi dans une deuxieme partie sur les produits naturels marins a |'origine de ce projet de
chimie médicinale. Les chapitres II, Il et IV présentent les diverses modifications chimiques
effectuées avec I'étude des relations de structure-activité par partie du squelette général. Ainsi,
les modifications du noyau 4,5-dibromopyrrole sont traitées dans le chapitre II, puis se sont celles
du noyau imidazo[1,2-a]pyrimidine dans le chapitre III. Enfin, les modifications du linker entre les
deux noyaux hétérocycliques font I'objet du chapitre IV. Le cinquieme et dernier chapitre est dédié
aux évaluations biologiques et a I'exploration du mode d'action en utilisant les inhibiteurs les plus
actifs.
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Chapitre I - Introduction et état de I'art

I. Le cancer

1. Généralités sur la maladie

Avec l'accroissement de l'espérance de vie, le cancer est parmi les premieres causes de
mortalité prématurée en France avec les maladies cardiovasculaires. En 2018, ce ne sont pas moins
de 382 000 nouveaux cas qui ont été dépistés en France et 157 400 déces. Selon 'OMS, le fardeau
mondial du cancer en 2018 est estimé a 18.1 millions nouveaux cas et 9.5 millions de déces. Un
homme sur cing et une femme sur six dans le monde développeront un cancer au cours de leur
vie. Un homme sur huit et une femme sur 11 succombent de cette maladie.™

Le cancer est un ensemble de maladies caractérisées par la prolifération rapide, anormale et
anarchique de cellules de |'organisme, on parle de maladie de la division cellulaire. Au cours des
divisions cellulaires successives, des mutations peuvent se produire de facon aléatoire et
spontanée ou suite a I'exposition a des facteurs de risques (facteurs héréditaires ou facteurs
environnementaux). Contrairement aux cellules saines qui sont détruites par I'organisme en cas
de dommages, les cellules cancéreuses échappent aux différents mécanismes de contrdle,
continuent de se développer, s'accumulent pour aboutir a des cellules cancéreuses. Elles
acquierent ainsi de nombreux avantages compétitifs par rapport aux tissus sains et vont alors se
multiplier au moyen de processus dérégulés pour devenir immortelles. Le développement d'une
tumeur passe par plusieurs grandes étapes au cours du temps : l'initiation, la prolifération,
I'angiogenése et la métastase.

D. Hanahan et R. A. Weinberg!! ont mis en avant plusieurs grandes caractéristiques impliquées
dans l'initiation puis la progression tumorale (Figure 2) :

e L'instabilité génomique

e La dérégulation des signaux de prolifération et suppresseurs de croissance

e Larésistance a la mort cellulaire et au systeme immunitaire

e Limmortalité

e L'induction de I'angiogenése

e La capacité a produire des métastases pour coloniser d'autres organes

e L'inflammation
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Figure 2 - Marqueurs de la tumeur!

L'organisme est doté de deux types de génes qui assurent I'équilibre entre prolifération et
mort cellulaire. Des mutations de ces génes viennent briser I'équilibre et ainsi favoriser le
développement cancéreux :

- les proto-oncogenes : participent a la croissance cellulaire, mais peuvent en cas de
mutations promouvoir la formation de tumeurs, on parles d'oncogénes.*

- les génes suppresseurs de tumeurs : inhibent la division cellulaire et favorisent la mort
cellulaire, les mutants de ces genes induisent une perte de fonction.®

Avec une population en constante augmentation, vieillissante et avec des modes de vie
exposant davantage aux facteurs de risques environnementaux, le cancer est un probleme de
santé public majeur nécessitant de développer de nouveaux médicaments pour élargir I'arsenal
thérapeutique.™

2. Approches thérapeutiques

Plusieurs approches thérapeutiques sont employées pour soigner les différents types de
cancers : la chirurgie, la radiothérapie et les traitements médicamenteux.’

La chirurgie consiste a retirer la tumeur du patient si elle est bien localisée et encore de petite
taille.”® Généralement, cette intervention est accompagnée d'une chimiothérapie de prévention.
Concernant les traitements médicamenteux, il existe deux grandes classes d'agents
chimiothérapeutiques : les agents ciblant ’ADN et ceux qui ciblent la division cellulaire. Dans le
premier cas, les molécules utilisées sont par exemple des agents intercalants ou alkylants de
I’ADN, inhibant ainsi sa réplication. Dans le second cas, les molécules chimiques ciblent un ou
plusieurs acteurs du cycle cellulaire, impactant alors la prolifération des cellules tumorales. Tout
I'enjeu de cette thérapie est d'étre en mesure de distinguer les cellules saines des cellules
tumorales. Cette thérapie présente de nombreux effets secondaires pour les patients a cause du
manque de spécificité de cette approche. La thérapie ciblée quant a elle, est dirigée contre des
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récepteurs biologiques spécifiques de la tumeur.'® On peut également citer I'immunothérapie qui
consiste a diriger les défenses immunitaires contre la tumeur ou encore I'hormonothérapie pour
les cancers hormono-dépendants comme autres stratégies thérapeutiques.™>*’ Pour finir, |a
radiothérapie est une méthode en externe ou en interne au niveau de la tumeur qui vise a détruire
les cellules tumorales par irradiation. Ce n'est évidemment pas sans risque puisque les irradiations
peuvent également endommager les tissus environnants.”

Il est bien souvent nécessaire d'utiliser plusieurs de ces traitements en combinaison pour
parvenir a soigner un cancer. Néanmoins, il est nécessaire de développer encore de nouvelles
alternatives ou synergies pour améliorer I'efficacité des traitements tout en limitant les effets
secondaires, qui peuvent étre responsable de linefficacité d'un traitement. Bien que de
considérables progres aient été réalisés et que le taux de mortalité pour certains cancers a pu
diminuer significativement, il reste de nombreuses voies a explorer et bien des interrogations a

lever pour les scientifiques.

IL. Le cycle cellulaire et ses acteurs

Le cycle cellulaire est un processus biologique essentiel, constitué d'un ensemble d'étapes
minutieusement orchestrées, ayant pour objectif de diviser une cellule mere en deux cellules filles
identiques.'® Chez les cellules eucaryotes, on distingue deux grandes étapes : I'interphase (G1, S
et G2), pendant laquelle le matériel génétique est dupliqué, et la mitose M, ou la répartition du
matériel génétique s'opere pour aboutir a deux cellules filles. Chacune de ces deux grandes étapes
est subdivisées en plusieurs sous-étapes (Figure 3).

Prophase
G2 \
Prométaphase
S
Interphase Metiphase Mitose
G1 Anaphase

«Télophase

GO Cytodiérése

Figure 3 - Les phases de la division cellulaire

Chacune des phases du cycle est rigoureusement contrélée par de nombreux acteurs
protéiques. En effet, la répartition correcte de 'ADN au cours de la division cellulaire est cruciale
pour la viabilité cellulaire ainsi que la stabilité génomique. Les kinases cyclines-dépendantes
(Cdks) a sérines/thréonines jouent un rdle essentiel dans le bon déroulement et le contrdle de
toute la division cellulaire.” Ces Cdks s'associent & une sous-unité régulatrice que I'on appelle
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cycline. Les associations de Cdk-cyclines permettent d'orchestrer harmonieusement I'ensemble
du cycle (Figure 4).°?' Leurs activités enzymatiques varient au cours du cycle avec des
changements d'état de phosphorylation des protéines régulatrices du cycle cellulaire. L'activité
des Cdks est régie par la synthese et la dégradation des cyclines tout au long du cycle.

CDK

cycline

Interaction ’
CDK-cycline

/\
[\
CDK4 et CDK6
G1 Cycline E
phosphorylation N
des substrats
du complexe

Figure 4 - Les complexes Cdk-Cyclines du cycle cellulaire?®

En plus des Cdks, d'autres kinases jouent un rdle capital dont les kinases Aurora, NEKs et les
PLKs (Polo-like kinases).? Elles sont contrebalancées par des phosphatases, pour le bon équilibre
du cycle. Aprés un bref rappel sur les phases du cycle de la division cellulaire, cette étude
bibliographique s'intéressera aux kinases, et plus particulierement a celle de la famille Aurora.

1. Les phases du cycle de la division cellulaire

a. L'interphase

i. Phase G1

Les cellules en GO dites en quiescence (état non prolifératif), rentrent en division cellulaire sous
I'action de divers signaux mitogenes. L'entrée en interphase débute par I'étape G1 de préparation
a la réplication de I'ADN. C'est une étape de croissance cellulaire ou I'ensemble de la machinerie
protéique nécessaire est alors recrutée et synthétisée. La phase G1 est la plus longue du cycle
cellulaire. Un premier point de controle intervient et autorise ou non le passage en phase S, si la
croissance de la cellule le permet et si 'ADN n’est pas endommagé.

ii. Phase S

C'est au cours de la phase S que le matériel génétique est dupliqué ainsi que I'ensemble des
composants de la cellule. La réplication de 'ADN aboutit fidelement a deux copies identiques de
chaque chromosome. Le contenu en ADN passe alors de 2n a 4n. Le centrosome est aussi
dupliqué au cours de cette phase, il s'agit du principal centre organisateur des microtubules a

partir duquel sont nucléés les microtubules.
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iii. Phase G2

La phase G2 constitue la derniere étape de l'interphase, c’est une phase de préparation a
I'entrée en mitose. Les protéines nécessaires a |'entrée en mitose sont a ce moment synthétisées
et activées. Il s'agit notamment du complexe Cdk1l/CyclineB. La maturation des centrosomes
s'opere également au cours de cette étape grace a différentes kinases, comme PLK1, Cdk1l et
Aurora A.Z La cellule subit un second point de contréle et permet I'arrét du cycle avant I'entrée
en mitose en cas de dommages a 'ADN notamment.

b. La mitose

La mitose se découpe en cinq étapes : prophase, prométaphase, métaphase, anaphase et
télophase, et s'achéve avec la cytokinése comme illustré sur la Figure 5.** Contrairement a
I'interphase, la mitose est rapide et dure deux heures au plus. Elle est caractérisée par la répartition
du matériel génétique en deux lots strictement identiques qui conduisent a la formation de deux
cellules filles. Les cellules quittent ensuite le cycle de division en phase de quiescence GO. Chacune
de ces phases est strictement régulée et rigoureusement controlée au moyen de checkpoints, ne
pouvant commencer que lorsque la précédente étape est correctement terminée.

Interphase Prophase
( y Entry into
mitosis y
— Microtubule capture
and spindle-pole
separation
Telophase and
cytokinesis

Anaphase

Prometaphase

Chromosome
alignment
Metaphase

Figure 5 - Les étapes de la mitose (Adaptée de Jackson et a/, 2008)%*

i. Laprophase

L'entrée en mitose est induite par le couple Cdkl/CyclineB. Lors de la prophase, les
chromosomes se condensent grace aux condensines. Ces complexes permettent le
superenroulement de I'ADN. La phosphorylation de I'histone H3 par la kinase Aurora B est
également impliquée dans ce processus de condensation chromosomique. Les chromosomes
compactés s'apparient en deux chromatides sceurs qui sont maintenues au niveau des
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centromeres par des cohésines. Il s'agit d'un complexe protéique de quatre partenaires que l'on
peut qualifier de « colle & chromatides ».?> Les centrosomes matures se séparent et débutent leur
migration a chaque pole de la cellule ou peut commencer la nucléation des microtubules qui vont
former le futur fuseau. Pour finir, I'enveloppe nucléaire commence a se rompre (Figure 6).

La chromatine se
condense en
chromosomes

Enveloppe nucléaire

Microtubules

Centrosome

Figure 6 - La prophase (Version fr par © Hawk-Eye)

ii. La prométaphase

Cette étape débute par la rupture complete de I'enveloppe nucléaire. C'est au cours de la
prométaphase que se met en place le fuseau mitotique suite a la migration des centrosomes aux
deux poles de la cellule. La dynamique des microtubules est régie par les protéines associées aux
microtubules (MAPs) et les protéines motrices qui articulent les différents stades : nucléation,
élongation, rétrécissement et passage d'un état a I'autre.”® Les chromosomes s'alignent petit a
petit lors du phénoméne dynamique de capture-relargage des microtubules aux kinétochores
(Figure 7).

Rupture de I'enveloppe nucléaire

Microtubules

’
v.* Kinétochores

4 i /_____—— Microtubules du fuseau

Microtubules astraux
Figure 7 - La prométaphase (Version fr par © Hawk-Eye)

iii. La meétaphase

La métaphase correspond a |'étape ou tous les chromosomes sont parfaitement alignés sur la
plaque métaphasique, on parle de bi-orientation (Figure 8). C'est cet alignement qui est essentiel
a la séparation homogeéne en deux lots strictement identiques. Le point de contréle métaphase-
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anaphase, appelé « spindle assembly checkpoint» (SAC) n'autorise le passage a I'anaphase que
si tous les chromosomes sont effectivement alignés.?®

Centromere
Kinétochore

Microtubule
kinétochorien

Plaque
métaphasique

Figure 8 — La métaphase (Version fr par © Hawk-Eye)

iv. L'anaphase

La séparation des chromatides sceurs s'effectue au cours de I'anaphase. Les cohésines qui les
maintiennent ensemble sont dégradées par les séparases. Le raccourcissement des microtubules
kinétochoriens entraine chaque chromatide aux péles opposés par tractation (Figure 9).?’

Chromatides soeurs

Figure 9 - L'anaphase (Version fr par © Hawk-Eye)

v. La télophase et la cytokinése

Au cours de la télophase, les enveloppes nucléaires se reconstituent autour de chaque
nouveau lot de chromatides qui se décondensent. Un anneau contractile d’actomyosine s'établit
au niveau du sillon de division. La cytokinése correspond a la séparation physique des deux
cellules filles par la contraction de I'anneau contractile (Figure 10).*8 Le fuseau central se condense,
ce qui a pour conséquence la concentration des protéines nécessaires a I'abscission en cette zone
de division.'® La mitose se termine par la formation de deux cellules filles qui entrent en phase
GO. La majorité des cellules ne proliferent plus mais certaines peuvent de nouveau entrer en

division.
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Figure 10 - Télophase & cytokinése (Version fr par © Hawk-Eye)

2. Division cellulaire et cancer

L'intégrité génétique est transmise lors de la mitose, d'ou le grand nombre d'acteurs impliqués
dans cette étape. C'est la raison pour laquelle, un dysfonctionnement a ce niveau d'un ou plusieurs
de ces acteurs induit des dommages considérables sur la stabilité génomique. Les dérégulations
des facteurs du cycle peuvent conduire a la formation d'un fuseau mitotique monopolaire, a la
ségrégation anormale des chromosomes ou encore a des défauts de cytodiérése. Ces défauts de
mitose conduisent a des cellules aneuploides, contenant des chromosomes en plus ou en moins,
et ainsi potentiellement plusieurs copies de genes oncogéenes. L'instabilité chromosomique et
I'aneuploidie sont associées a la tumorigenése, bien qu'il ne soit pas tout a fait clair si les erreurs

mitotiques sont une cause ou une conséquence de la tumorigenése %

C'est pour ces raisons que les principaux acteurs de la division cellulaire ont été largement
étudiés, afin de mieux comprendre les mécanismes biologiques associés et de pouvoir les cibler
judicieusement pour apporter de nouvelles solutions thérapeutiques. Les kinases sont une famille
de protéines largement impliquées dans les processus physiologiques dont la division cellulaire.
En effet, la progression dans le cycle cellulaire est orchestrée et réalisée grace a des étapes de
phosphorylation et déphosphorylation de protéines. Les kinases suscitent un vif intérét dans la
mise au point de nouvelles molécules thérapeutiques.

III. Les protéines kinases comme cibles thérapeutiques

De nombreux processus physiologiques et voies de signalisation cellulaire sont régis et
régulés par les phosphotransférases, appelées kinases.**** On dénombre quatre grandes classes
de kinase : les sérine/thréonine kinases, les tyrosines kinases, les kinases duales et les lipides
kinases. Elles catalysent le transfert du phosphate de I'adénosine triphosphate (ATP) vers un résidu
hydroxylé d'une cible substrat (Figure 11). Le substrat de la kinase une fois reconnu, se voit
transférer ce groupement phosphate de fagon covalente. Cette modification permet :

- Il'induction de changements de conformation,
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- la stabilisation ou la déstabilisation du substrat protéique,
- le changement de localisation,
- l'activation ou l'inhibition de I'activité enzymatique
- le changement d'interactions avec d'autres partenaires
Les phosphatases quant a elles, jouent le rOle inverse et catalysent I'hydrolyse du groupement

phosphate afin d'assurer un bon équilibre.***

-
( Phosphatase
P.

Protein Phosphorylated

protein

Figure 11 - Schéma de phosphorylation d’une protéine par une kinase3?

On dénombre au moins cing cent trente-huit kinases dans le kinome humain (Figure 12),
couvrant de tres nombreux domaines physiologiques et représentent la plus grande famille
d'enzymes chez I'Homme avec 2 % de génome humain.*® Prés de 90 % de ces enzymes sont des
kinases a sérine/thréonine. Les kinases sont a ce jour les deuxiémes cibles biologiques les plus
visées dans le domaine pharmaceutique aprés les récepteurs couplés aux protéines G.**

On distingue deux grandes catégories : les kinases eucaryotes et les kinases atypiques. Les
kinases du premier groupe ont été subdivisées en neuf sous-groupes (AGC, CAMK, CMGC, CK1,
RGC, TK, TKL, STE et autres) selon leur similarité. Les kinases sont particulierement étudiées
puisqu'elles sont par leur diversité, impliquées dans de nombreuses pathologies. Ce faisant, elles
représentent des cibles a fort potentiel dans le développement de nouvelles approches

thérapeutiques, et plus particuliérement en oncologie.**
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1. Les sérine/thréonine kinases Aurora

Les kinases Aurora appartiennent a la classe des kinases a sérine/thréonine. La premiere kinase
Aurora fut décrite chez un mutant de drosophile en 1995 par David Glover.*’ 1l y a & ce jour 3
membres au sein de cette famille : Aurora A, B et C.3 Leur nom provient de leur localisation au
niveau des poles du fuseau mitotique d'apres les phénomenes d'aurores polaires qui surviennent
dans les régions proches des pdles magnétiques.® Ces kinases sont exprimées lors de la division
cellulaire et y jouent un réle crucial.

a. Structure des kinases Aurora

Elles sont toutes les trois constituées de deux lobes : un domaine régulateur N-terminal et
d'un domaine catalytique hautement conservé C-terminal (Figure 14).* Les éléments structuraux
principaux sont décrits dans la Figure 13 et seront plus détaillés ultérieurement (voir page 44). Ces
deux lobes sont reliés par une région charniere (hinge) responsable de la conformation active ou
I'on retrouve la poche & ATP.*' Le domaine régulateur N-terminal est responsable des interactions
protéine-protéine unique de chacune des kinases Aurora. Elles possedent une boucle d'activation
(T-loop) qui change de conformation lorsqu’elle est phosphorylée sur un résidu clé : thr288 pour
Aurora A, thr232 pour Aurora B et thr198 pour Aurora C.** Ce changement de conformation
permet I'acces des substrats dans la poche catalytique pour le transfert du groupement phosphate
de I'ATP vers le substrat. Aurora B est liée au niveau de son lobe N-terminal a INCENP par le motif
INbox de sa partie C-terminale.

INCENP Inbox ,
(partie C-terminale) -

Charniére

Lobe N-terminal

Site de I'ATP

Boucle catalytique

(motif DFG)

Lobe C-terminal

Figure 13 - Le domaine kinase avec la structure d'Aurora B

Aurora A et B régulent de nombreuses fonctions lors de la mitose, avec un domaine
catalytique présentant un haut degré d’homologie de 71 % entre les deux. Il a été montré que le
changement d'un seul acide aminé chez Aurora A permet d’obtenir une fonction Aurora B-like.*”*
Malgré ce haut degré de conservation entre les deux kinases, elles possedent toutefois chacune
des roles bien distincts. Aurora C est quant a elle impliquée dans la spermatogénese, avec un réle
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similaire a celui d’Aurora B.*' Leurs réles dans la division cellulaire et leur implication dans le cancer
vont étre abordés au cours des paragraphes suivants.

N-terminal Kinase domain C-terminal % Homology
k + + 1 k y !
- Total sequence Kinase domain
AurA  N- l H H I —“ I ‘-C
- - 45 56 97/99 133 205 286 288 371375 383 402
57% 71%
Aurd v- (] L I ™
13 26 77 149159 232 315 327332 344
75% 75%
v [ ! (1 J JJ

1 43 125135 195 249 257 293 309

®

@ Phosphorylated residues
Figure 14 - Structures des kinases Aurora (Adapté de Willems et al. 2018)

b. Aurora A

Aurora A, codée par le gene S7TK15, est impliquée dans I'entrée en mitose, la maturation des
centrosomes, et la mise en place du fuseau bipolaire.®> Son taux d'expression est au maximal en
phase G2/M et chute au cours de la sortie de mitose et G1.*®

i. Maturation des centrosomes

Le centrosome est un organite de la cellule a partir duquel le réseau de microtubules du fuseau
s'organise.44 Il est constitué de deux centrioles, constitués de courts microtubules. Les deux
centrioles sont entourés du matériel péricentriolaire. Apres leur duplication, les centrosomes
recrutent différentes protéines pour leur maturation. Ceci implique I'activité de plusieurs protéines
dont Aurora A.*

Aurora A phosphoryle la protéine Ajuba située sur les centrosomes, ce qui permet de I'activer
par autophosphorylation.’ Ajuba est nécessaire pour le bon positionnement initial d’Aurora A en
phase G2 sur les centrosomes (voir Figure 16 pour les différentes localisations au cours de la
mitose).* L'activation d’Aurora A permet le recrutement de la protéine centrosomine, qui régule
les complexes y-TURCs (y -tubulin ring complexs) nécessaires a I'élongation des microtubules par
nucléation.

ii. Séparation des centrosomes et mise en place du fuseau mitotique

Aprés leur maturation, les centrosomes migrent en fin de G2 aux deux pdles de la cellule,
initiant la formation du fuseau mitotique bipolaire. Cette bipolarité est nécessaire pour le
processus de capture des chromosomes. La GTPase Ran-GTP (Ran-Guanosine TriPhosphate) est
nécessaire pour la bipolarité, la mise en place de I'enveloppe nucléaire et du fuseau mitotique.
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Au cours de la prométaphase, Ran-GTP libére TPX2 qui peut se lier a Aurora A.* TPX2 (Targeting
protein for xenopus kinesine like protein 2) est un cofacteur d'Aurora A essentiel a son
activation.”®¥ La partie N-terminale de TPX2 se lie & Aurora A induisant un changement de
conformation permettant le mouvement de sa boucle d'activation dans son site catalytique. Ainsi
grace a l'auto-phosphorylation sur la position Thr288, Aurora A s'active par une boucle
d’activation positive.”! L'association entre TPX2 et Aurora A s'effectue au niveau de deux sites

clés. 8%

TPX2 est nécessaire pour permettre dans un second temps a Aurora A de se lier aux
microtubules du fuseau a proximité des centrosomes. L'interaction avec TPX2 permet également
de protéger la thréonine 288 d'Aurora A d'étre déphosphorylée par la phosphatase PP1.° La liaison
entre Aurora A et TPX2 est impliquée dans le recrutement de nombreuses protéines qui
participent & la morphogenése du fuseau mitotique, comme Eg5 et HURP.?

iii. Entrée en mitose

L'entrée en mitose est permise par I'activation du complexe Cdk1/CyclineB, supportée par
Aurora A (Figure 15).° Aurora A active la kinase Plk1, par l'intervention du cofacteur Bora, qui rend
accessible la boucle d'activation de Plk1. Ensuite la kinase Plk1 active a son tour la phosphatase
Cdc25B et dégrade la kinase Weel qui maintient Cdkl inactive. Aurora A active elle aussi
directement Cdc25B. Cette derniére finalement active Cdk1 par déphosphorylation au cours de la
transition G2/M.**%>?

Phosphorylation
Phosphorylation Activation
Aurora A Plk1 Cdc25B
Dégradationx Activation
Activation
Wee1 Cdk1

Figure 15 - Entrée en mitose via Aurora A

Aurora A est aussi impliquée dans d'autres cascades de signaux au cours des étapes suivantes
mais ses roles principaux sont davantage centrés sur le début de la mitose.

c. Aurora B

Aurora B, codée par le gene S7TK12, fait partie du « Chomosomal Passenger Complex » abrégé
CPC, qui est composé de quatre sous-unités : Aurora B, Boréaline, Survivine et INCENP (INner
CENtromere Protein).®> Comme Aurora A, son taux d'expression atteint son pic maximal en phase
G2/M.

Aurora B est essentielle pour la condensation des chromosomes, le bon appariement des
microtubules aux kinétochores (bi-orientation kinétochores-microtubules), l'alignement de
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I'ensemble des chromosomes sur la plaque métaphasique, et également pour le checkpoint
permettant ensuite de poursuivre en anaphase.” Aurora B est finalement essentielle a la
cytokinese.

L'activation d'Aurora B est un processus complexe et multi-étapes qui impliquent plusieurs
partenaires. Une cinquantaine de substrats d'Aurora B ont pu étre identifiés, incluant INCENP,
I'histone H3 et MCAK par exemple.”® En début de mitose Aurora B phosphoryle I'histone H3 sur
les sérines 10 et 28, ce qui favoriserait le processus de condensation des chromosomes par le
recrutement des condensines.®® Cependant, ce résultat n'est pas confirmé par toutes les
expériences mises en oeuvre.** Aurora B est située sur les bras des chromosomes puis se
concentre aux centromeéres en début de mitose. Elle est transférée sur la zone équatoriale en
deuxiéme partie de mitose comme illustré sur la Figure 16, d'ol son nom de passenger.®

Spindle pole ‘— Centromere

Spindle
midzone/
cleavage
furrow

Anaphase

Cytokinesis

Figure 16 - Localisation des kinases Aurora A et B au cours de la mitose (de Carmena et Earnshaw, 2003)3° ;

Aurora A est représentée par les carrés verts et Aurora A par les ronds rouges.

i. Le CPC : fonction et localisation

Le CPC est composé de quatre membres dont Aurora B, qui est la seule protéine ayant une
activité enzymatique. Sa composition et son organisation sont représentées sur la Figure 17.>
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Figure 17 - Structure du CPC (de Carmena et al, 2012)%3

Le CPC peut étre divisé en deux modules:

- Module de fonction : Aurora B et la partie C-terminale de INCENP

- Module de localisation : partie N-term d'INCENP, Survivine et Boréaline

INCENP est un cofacteur essentiel et nécessaire a I'activation d'Aurora B,>’ qui est lié a Aurora

B par sa partie C-terminale IN box. C'est a la fois un substrat et un régulateur positif d'Aurora B. II

sert également de squelette au CPC, et fait le lien entre tous les partenaires au moyen d'un

faisceau de trois hélices qui unit Survivine et Boréaline. Au cours de la prophase, Aurora B
phosphoryle INCENP sur le motif Thr-Ser-Ser (TSS) (Figure 18).°® Cela active l'auto-
phosphorylation d’Aurora B sur la Thr232 ce qui induit un changement de conformation

nécessaire & son activité enzymatique.>* Ce mode d'activation est similaire & celui qui s'opére

entre TPX2 et Aurora A. D'autres kinases activent aussi Aurora B, comme la kinase checkpoint 1

Chk1 sur la Ser311.%

Partially active kinase

C terminus of
INCENP

Aurora-B

C-lobe

Fully active kinase

C terminus of

Aurora-B

.

C-lobe

Figure 18 - Interaction de INCENP avec Aurora B & activation®®
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La protéine Survivine est responsable de la localisation et de la mobilité de I'ensemble du
CPC lors du passage des chromosomes aux centroméres en début de mitose.*’ Cette mobilité est
sous le contrdle de la kinase Haspine. L'histone H3 phosphorylée sur la Thr3 par la kinase Haspine
est reconnue par la Survivine, jouant le role d’ancrage au niveau des centromeres. Cette étape est
cruciale pour le recrutement du CPC aux centroméres (Figure 19).>> Aurora B phosphoryle ensuite
Haspine, ce qui, grace a une boucle d'activation positive, permet d'activer Haspine qui recrute
davantage de CPC aux centroméres et ainsi de suite.®’ Ce processus permet notamment de
concentrer le CPC aux centromeéres en début de mitose.

Centromeére

Figure 19 : Recrutement du CPC par Haspine et Bubl (adaptée de Feizbakhsh et a/ 2017)!

Le recrutement du CPC aux centromeres passe aussi par d'autres mécanismes. Une voie
paralléle implique la phosphorylation de I'histone H2A sur la Thr120 par Bub1 (Figure 19).”® Cette
phosphorylation crée un site de liaison pour la protéine Shugoshine. Cette derniéere a un role de
protection de la cohésion centromérique. Elle se lie directement a la protéine Boréaline, recrutant

61,62

ainsi le CPC aux centromeres. Pour résumer, Haspine et Bubl permettent toutes deux de

recruter le CPC aux centroméres comme il est illustré sur la Figure 19.°

Boréaline en plus d'intervenir dans la stabilisation du complexe INCENP-survivine,®
contribue a l'activation d’Aurora B. En effet, elle subit une phosphorylation par la kinase Mpsl
(monopolar spindle 1), ce qui semble étre aussi nécessaire a la bonne activation d'Aurora B.**

En tout début de mitose, le CPC se situe le long des bras chromosomiques puis se
concentre dés la prométaphase jusqu'a la métaphase aux centroméres internes.> Il se délocalise
ensuite sur les microtubules du fuseau central de I'anaphase a la cytokinese suite a la séparation
des chromatides sceurs. Il se situe la ou sera mis en place I'anneau contractile ou Aurora B
phosphoryle différents substrats permettant d'organiser le sillon de division (Figure 16).”*

ii. Bi-orientation des chromosomes

Un des réles fondamentaux d'Aurora B est de promouvoir la bi-orientation des chromosomes
afin qu'ils soient tous alignés sur la plaque équatoriale en métaphase par un processus d’erreur-

34



correction.®> Chaque chromosome doit étre attaché de chaque c6té (par les kinétochores) aux
microtubules du pole correspondant, on parle d'attachement amphitélique. Le processus
d’'attachement étant dynamique et aléatoire, les chromosomes ne se trouvent pas de suite
correctement attachés aux microtubules, il se passe une phase d'essais-erreurs qui dure tant que
tous les chromosomes ne sont pas correctement appariés. Les différents types de fixation (Figure
20) sont caractérisés de la maniere suivante :

- Amphitélique : les deux kinétochores sont reliés aux deux pdles du c6té correspondant

- Monotélique : un seul kinétochore est attaché

- Synthélique : les deux kinétochores sont reliés au méme pole

- Mérotélique : un seul kinétochore est relié aux deux poles

— = —0 0 AA 0

Amphitélique Monotélique Syntélique Mérotélique

Figure 20 - Les différents types d'attachement des kinétochores aux microtubules (de Hauf et Wataneb,
2004)%°

Deux mécanismes permettent de contréler I'attachement des microtubules aux
kinétochores. On distingue le processus de correction locale et le point de controle du passage
métaphase/anaphase (SAC).

La capture des kinétochores par les microtubules est un phénomene dynamique et
stochastique, ce qui nécessite de corriger toutes les erreurs induites aléatoirement. Aurora B a
pour mission de déstabiliser activement l'interaction qui s'établit entre les microtubules et les
kinétochores qui s'apparient. Aurora B assure ainsi la dépolymérisation des microtubules au
voisinage des attachements qui ne sont pas amphitéliques. Ceci libere les chromosomes mal
appariés pour recommencer le processus jusqu’a satisfaction.

Les kinétochores sont constitués d'un ensemble de protéines comprenant le réseau KMN
(Knl1, Mis12 et Ndc80) qui est essentiel dans les interactions entre microtubules et kinétochores
(Figure 21).°® Le réseau KMN est situé sur la partie externe des kinétochores. On retrouve sur la
partie interne CENP-A qui a un role de plateforme pour le recrutement des différentes protéines

du kinétochore interne.®®

La liaison aux microtubules s'opere sur deux sites distincts et
synergiques via Knll et Ndc80 (Figure 21).°° La partie N-term chargée positivement de Ndc80
interagit avec la queue C-term chargée négativement des microtubules. La déstabilisation de
I'attachement kinétochore-microtubule par Aurora B s'opére par phosphorylation du complexe
Ndc80. En effet, cette phosphorylation déstabilise cette interaction, diminuant I'affinité du

complexe Ndc80 pour les microtubules ce qui conduit a leur détachement.®*%®
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Figure 21 - Le réseau KMN comme site d'accroche des microtubules (adapté de Cheeseman et al. 2006)

Aurora B corrige également les accroches défectueuses par la régulation de la kinase
MCAK.
La kinase MCAK (mitotic centromere associated kinase) est un membre de la famille Kin I des
kinésines et induit la dépolymérisation des microtubules attachés aux kinétochores.®® Aurora B
régule sa localisation aux centromeres ainsi que son activité de dépolymérisation par
phosphorylation de la Ser196.°° La phosphorylation de MCAK par Aurora B inhibe son action
dépolymérisante de MCAK. ® Un équilibre entre Aurora B et ses antagonistes, PP1 et ICIS (inner
centromere protein) permettrait d'ajuster finement le contréle des attachements erronés.” La
facon dont MCAK régule les accroches défectueuses n'est cependant pas encore bien élucidée.”

Lorsque l'appariement est productif, une tension s'établit alors de part et d'autre du
centromere, étirant physiquement les kinétochores. L'explication la plus largement répandue
repose sur |'éloignement des substrats d'Aurora B, qui se trouve alors trop éloignée de sa zone
d'action. C'est ainsi que sont stabilisés les chromosomes bi-orientés (de facon amphitélique).” En
effet, Aurora B est localisée sur la partie interne des centromeres, une tension due a un
attachement amphitélique écarte suffisamment le coeur des centromeres des kinétochores. Les
chromosomes mal attachés ne peuvent étre étirés et Aurora B reste a proximité des protéines
substrats qu'elle phosphoryle, entrainant le détachement des microtubules.

A titre d’exemple, chez les cellules Hela, la distance qui sépare les deux kinétochores
internes des chromatides sceurs est d’environ 0.9 um en |'absence de microtubules, c'est-a-dire
sans tension, tandis qu’en cas d'un attachement amphitélique en métaphase, la distance est de
I'ordre de 1.4 pm.®® Ceci illustre que la tension induite par un attachement amphitélique provoque
des changements conformationnels dans cette zone (Figure 22).*
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Figure 22 - Effets de la tension sur les kinétochores et centroméres®?

Néanmoins, la facon dont est détectée la tension reste un sujet de recherche et plusieurs
modeéles sont proposés.”* Dans le cas expliqué précédemment et illustré sur la Figure 22, la tension
impose I'élongation du centromeére conduisant a un gradient d’Aurora B. C'est ce modéle qui est
illustré sur la Figure 23-1 et qui représente le modéle le plus largement admis pour expliquer la
détection de la tension. Cependant certaines expériences ont pu montrer que la tension induit
également une extension du centromere, ce qui ne permet pas I'éloignement d'Aurora B de ses
substrats, comme présenté sur la Figure 23-2.”” Ceci suggére qu'il existe d’autres mécanismes plus
complexes que simplement la séparation physique d'Aurora B de ses substrats sous I'action de la
tension.®

Faible tension  Haute tension

o
l\}

Figure 23 - Etirement du centromére sous la tension des microtubules’?

Kinétochore externe
CPC

Kinétochore externe

oe(e

Gradient de phosphorylation

Sarangapani et Asbury’* ont avancé plusieurs hypothéses. Ils proposent notamment l'idée
que la tension effectuée aux kinétochores déforme les substrats d'Aurora B, qui n'est alors plus
en mesure de les phosphoryler (Figure 24-A). Une autre hypothese serait que la tension
déformerait Aurora B elle-méme ou son activateur INCENP, I'empéchant ainsi d'exercer une
activité déstabilisatrice (Figure 24B).
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Figure 24 - Hypothéses expliquant la stabilisation des attachements amphitéliques’

Bien que le processus général de I'attachement kinétochores-microtubules soit largement
abordé, les mécanismes sous-jacents précis qui s'operent pour détecter les erreurs
d'appariements sont plus opaques et complexes. Néanmoins, les grands aspects ont pu étre ici
abordés.

iii. Le point de contréle SAC

Le « Spindle Assembly Checkpoint » (SAC) est un mécanisme qui empéche le passage a
I'anaphase tant que tous les chromosomes ne sont pas bien attachés et alignés sur la plaque
équatoriale. Aurora B assure le recrutement des protéines clés de ce checkpoint qui sont Mpsl,
Bubl, BubR1, Madl et Mad2, et joue un réle dans la détection des erreurs d'appariements.®® Un
seul chromosome non apparié suffit a retarder I'avancée du cycle cellulaire.

Au cours du point de contrOle, si tous les chromosomes ne sont pas sous tension par un
accrochage amphitélique aux microtubules, les acteurs du SAC, comme Mad2 et BubRl,
empéchent |'activation du complexe APC/C.”* ’ Si toutes les conditions sont remplies, le point de
controle est levé et I'APC/C est activé permettant la poursuite du cycle en anaphase.

L'APC/C est le complexe de dégradation appelé « anaphase promoting complex/cyclosome »,
il s'agit d'une ubiquitine ligase E3 constituée de dix-neuf sous-unités, qui permet d'activer le
passage a 'anaphase.”” L'APC/C est activé par |'association de protéines activatrices : Cdc20 et
Cdh1. En métaphase, APC-Cdc20 déclenche la dégradation de la sécurine et de la cycline B par
ubiquitination comme illustré sur la Figure 25.%?” La dégradation de la sécurine libére la séparase
qui peut alors cliver les complexes de cohésine, permettant la séparation des chromatides-
soeurs.** La dégradation de la cycline B par APC-Cdc20 inactive la Cdkl autorisant la poursuite
du cycle cellulaire (Figure 25).
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Figure 25 - Régulation de I'anaphase et de la sortie de mitose par APC/C”>

iv. De l'anaphase a la cytokinese

A partir de I'anaphase, le CPC se concentre au niveau de la future zone de clivage sur le fuseau
central et joue un rdle crucial lors de cette derniere étape. La chute de I'activité du complexe
Cdk1-Cyclin B déclenche la translocation du CPC des centroméres au fuseau central.”® Il semble
que cette fois-ci, INCENP et Aurora B soient responsables de |'ancrage du CPC aux microtubules
notamment par les interactions Aurora B-MKLP2 et INCENP-microtubules.”

Toute une cascade de signaux permet la contraction de I'actomyosine au niveau du sillon de
division qui délimite la future séparation entre les deux cellules filles. Aurora B a un réle sur la

fonction du complexe centralspindlin et son recrutement au niveau du fuseau central.”®

Il s'agit
d'un hétérotétramere constitué de deux sous-unités en double MKLP1 et MgcRacGAP. Ce
complexe est tres fortement impliqué dans I'abscission des deux cellules filles au niveau du sillon
de division. Il est nécessaire a la localisation et I'activation de RhoA.? Il s'agit d'une GTPase qui
contribue a la maturation de l'anneau contractile, stimule la polymérisation de I'actine et

I'activation de la myosine II.

De nombreux autres substrats d'Aurora B sont impliqués dans la cytokinése. La
phosphorylation de la protéine vimentine sur la sérine 72 par Aurora B permet le bon déroulement
de la séparation physique des deux cellules filles.”® D'autres cibles peuvent également étre citées
comme la chaine légére régulatrice de la myosine 2,” la desmine et la protéine acide fibrillaire
gliale (GFAP).? En toute fin de mitose, le complexe APC-Cdh1 induit quant a lui la dégradation de
protéines telles que les protéines kinases Plk et Aurora. Ces dégradations sont nécessaires a

I'achévement de la cytodiérése et la sortie de mitose.”®”

La Figure 26 résume les différentes localisations du CPC, ses rOles majeurs ainsi que les
partenaires principaux impliqués tout au long de la division cellulaire.
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Figure 26 - Schéma bilan de la localisation et du réle du CPC tout au long du cycle de division cellulaire, en
vert est indiquée la position du CPC, en gris son rdle a chaque étape et en rouge ses partenaires.>®

Nous avons vu que le CPC orchestre la mitose a plusieurs niveaux afin d'assurer la distribution
strictement identique du matériel génétique entre les deux cellules filles générées. Le CPC
intervient principalement sur la régulation des attachements microtubules-kinétochores, le point
de controle SAC et sur la cytodiérese. De nombreux substrats et partenaires sont liés a
I'enchainement de toutes ces actions, ce qui rend la compréhension de tous ces évenements

complexes.

d. AuroraC

Aurora C, codée par le gene S7K13, est le dernier membre de la famille Aurora découvert en
1998 par Tsen et al.®* Aurora C présente 75 % d’homologie avec Aurora B et 60 % avec Aurora A.
Elle a été initialement trouvée dans les testicules et est impliquée dans la spermatogénese. Elle
régule la ségrégation chromosomique au cours de la méiose de la méme facon que le fait Aurora
B2 Elle se trouve sur les chromosomes de la prophase a la métaphase puis sur la zone équatoriale
de I'anaphase a la télophase. Aurora C phosphoryle les mémes substrats qu'Aurora B, fait partie
aussi du CPC et est soumise a des facteurs similaires de régulation.
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Il a été montré plus récemment qu'Aurora C pouvait également étre présente dans d'autres
tissus et pourrait méme prendre le relais d’Aurora B en cas de délétion.®*?* # Cette kinase reste
néanmoins la moins étudiée des trois.

2. Les kinases Aurora et leurs roles dans le cancer

Aprés avoir détaillé les différentes étapes clés de la division cellulaire ainsi que le réle des
kinases Aurora dans ce cycle, nous nous intéressons aux liens qu'ils existent entre la dérégulation
de ces kinases au cours du cycle et la cancérogénese. En effet, la cancérogénese résulte d'erreurs
dans les voies de signalisation aussi bien de la division cellulaire que de la mort cellulaire.® Les
trois kinases de la famille sont trouvées surexprimées dans les cellules cancéreuses.

a. Aurora A

Aurora A étant, comme nous l'avons énoncé précédemment, impliquée dans la mise en place
et la stabilisation du fuseau mitotique, la surexpression de son activité est fortement liée a la
formation et la propagation de cellules tumorales.?” Cette surexpression a été détectée dans de
nombreux types de cancers comme la prostate, les ovaires, la vessie, les intestins, le pancréas et
les seins.*” Aurora A est localisée en 20q13, région correspondant & un amplicon fréquemment
rencontré dans les tumeurs malignes comme les cancers du sein, de la vessie et colorectaux.®®
Pour les cancers du sein, pres de 6 a 18 % des tumeurs primaires et 40 % des lignées cellulaires
tumorales présentent cette amplification de géne.®® La protéine est surexprimée dans 94 % des
carcinomes mammaires invasifs primaires. Aurora A est considérée comme une protéine
oncogene. En effet, il a été montré qu'Aurora A interagissait avec la protéine anti-apoptotique
p53 par phosphorylation sur les sérines 215 et 315, induisant alors sa dégradation par
ubiquitinylation par Mdm?2 et inhibant aussi ses liaisons avec I'ADN.**** Ce dernier est un géne
suppresseur de tumeurs, il en résulte une diminution de I'apoptose. La phosphorylation par
Aurora A de p53 favorise l'apparition de tumeur, la réparation de 'ADN endommagé étant

inhibée. 382

Le géne codant pour la kinase Aurora A se trouve dans une région fréquemment amplifiée
par les cellules cancéreuses, ce qui explique dans un premier temps sa surexpression.”® Une autre
possibilité pour expliquer ce phénomene, réside dans la surexpression non pas de la kinase en
elle-méme mais de ses activateurs. Le cofacteur principal d'Aurora A, TPX2 est également trouvé
surexprimé dans les cellules tumorales, ce qui exacerbe la suractivité d'Aurora A.*’

Les phénotypes observés suite a la surexpression d’Aurora A se caractérisent par la présence
de fuseaux multipolaires, une amplification des centrosomes due a des défauts de cytokinese
notamment, une instabilité chromosomique avec des cellules aneuploides, une résistance a
I'apoptose et des points de contréles affaiblis.”*® La surexpression d'Aurora A perturbe non
seulement sa localisation dans le noyau mais également au-dela. L'aneuploidie est présente dans
environ 70 % des tumeurs.” Cest une conséquence des erreurs de ségrégations des
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chromosomes. Ce phénomene est responsable de l'instabilité chromosomique qui conduit a la
tumorigénése.®® La surexpression d'Aurora A dans les cellules cancéreuses prédit souvent un
mauvais pronostic vital chez les patients.

En plus de p53, Aurora A module des protéines anti-apoptotiques comme Bcl2, Micl et pro-
apoptotiques comme Bax, Bim, Puma et Apaf.° Ceci confére alors aux cellules des capacités de
survie avantageuses par rapport aux cellules saines. De nombreuses voies de signalisation se
voient perturbées favorisant la tumorigénése.

b. Aurora B

Aurora B, tout comme Aurora A, est retrouvée tres fréquemment surexprimée dans les cellules
cancéreuses. Il a été récemment démontré qu'Aurora B interagissait aussi avec p53 par
phosphorylation & trois positions différentes (Figure 27).° Ces interactions, qu'elles soient directes
ou indirectes, entrainent la dégradation de p53 par la voie polyubiquitylation-protéasome et ainsi
impactent I'ensemble des substrats de p53 impliqués dans I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose
(p21 et Puma).
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Figure 27 - Impact de la surexpression d’Aurora B sur I'expression de p53.%°

La suractivité d’Aurora B dans les cellules cancéreuses n'est pas seulement due a la
surexpression de son géne codant mais aussi due a la surexpression des protéines du CPC.*®
INCENP est surexprimée dans des cellules de cancers colorectaux, s'accompagnant alors d'une
suractivité d'Aurora B.% Par ailleurs, la Survivine, par son réle au sein du CPC en mitose mais
également par sa fonction anti-apoptotique, est devenue une cible thérapeutique tres
étudiée.’”'% Son expression a une valeur diagnostique pour bon nombre de cancers et sa

surexpression est signe de mauvais pronostique.'%*1%

Lorsqu'Aurora B est surexprimée, elle ne remplit plus correctement sa fonction de
corrections des erreurs d'appariements, le SAC se trouve affaibli et le cycle cellulaire se poursuit
en anaphase avec de lourdes erreurs. Les chromosomes ne sont plus équitablement répartis en
deux lots, ce qui conduit a la formation de cellules filles aneuploides. En effet, I'hyperactivité
d'Aurora B empéche la stabilisation des attachements amphitéliques kinétochores-
microtubules.”® Les chromosomes mettant beaucoup plus de temps a I'étape d'attachement et
alignement, que les complexes protéiques peuvent en partie se dégrader ce qui a pour
conséquence l'affaiblissement du point de contréle. De plus, des défauts de cytokinese peuvent
survenir, empéchant ces deux cellules filles de se séparer en fin de mitose donnant lieu a une
cellule tétraploide contenant deux centrosomes ou plus. Ce dernier point a pour conséquence la
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formation de cellules multipolaires et polyploides lors de la prochaine mitose. La Figure 28 illustre
le devenir des cellules soumises a la surexpression d'Aurora B lors de la division cellulaire. Ces
cellules sont malgré tout suffisamment stables pour entrer de nouveau en mitose. Les cellules ont
également plus de chances d'aboutir a des combinaisons de chromosomes qui leur permettent

d'acquérir des caractéristiques compétitives et de poursuivre leur croissance.!%’
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Figure 28 - Devenir de la cellule en division lors d'une suractivité d’Aurora B%®

c. AuroraC

Aurora C a été retrouvée surexprimée de facon aberrante dans des cellules cancéreuses de la
tyroide, de carcinome ou du colon.'® Aurora C induit une amplification des centrosomes et de la
multi-nucléation.’®® Une étude mentionne l'expression de la protéine dans soixante-dix-huit
cancers colorectaux.'® Etant donné la présence d’'Aurora C dans les gamétes, son expression

anormale conduit & des gamétes aneuploides, responsables d'infertilité génétique.'*'*?

IV. Les inhibiteurs de kinases

1. Les inhibiteurs de kinases en oncologie

a. Généralités

Cette grande famille d’enzyme est devenue depuis les vingt derniéres années I'une des plus
ciblée puisque les kinases interviennent dans les dérégulations et dysfonctionnements
responsables de nombreuses pathologies. Le cancer est a I'heure actuelle le domaine
thérapeutique le plus dynamique quant a la recherche d'inhibiteurs de kinases.

L'utilisation de petites molécules inhibitrices de kinases a débuté avec |'autorisation par la FDA
de la mise sur le marché de I'imatinib (Gleevec®, Novartis) en 2001, pour le traitement de la
leucémie myéloide chronique qui cible la tyrosine kinase Bcr-Abl responsable de la prolifération
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de ces cellules tumorales. Ce premier succeés ouvrit la voie a de nouvelles recherches dans le
domaine de la santé. Depuis, le nombre de médicaments mis sur le marché ciblant les protéines
kinases ne cesse de croitre.'”® A ce jour, une cinquantaine d'inhibiteurs de kinases (cinquante-trois
en janvier 2020) ont été autorisées par la FDA et plusieurs centaines sont actuellement en phases
préclinique et clinique.*** L'inhibition des kinases s'est également montrée pertinente dans de
nombreuses pathologies autres que le cancer, comme les maladies inflammatoires,

115

neurodégénératives, auto-immunes, les maladies du systeme nerveux central etc.”> On estime

que presque 30 % de la recherche de médicaments est dirigée sur les kinases.'

b. Sélectivité et mode d’inhibition

Malgré les succes rencontrés par les inhibiteurs de kinases, de nombreux défis doivent encore
étre relevés, comme notamment la sélectivité. En effet, la grande majorité des inhibiteurs de
kinase interagissent avec le site de fixation de I'ATP, or ce site est trés largement conservé au sein
du kinome humain. La plupart des inhibiteurs ne ciblent alors pas une mais plusieurs kinases avec
différents niveaux de sélectivité, on parle d'inhibiteurs multi-cibles.'***® Le manque de sélectivité
est responsable d'effets secondaires indésirables et de toxicité qui sont souvent responsables de
I'échec des candidats-médicaments en phase clinique. Cependant, dans le cadre du cancer
spécifiquement, il n'est pas nécessairement délétere qu'un inhibiteur ne soit pas exclusif a une
kinase, par notamment la complexité des cascades de signaux impliquées dans la propagation
des cellules tumorales. En revanche, pour d'autres pathologies non cancéreuses, le succes des
inhibiteurs de kinases est plus limité.

i.  Structure des kinases

Les kinases sont toutes constituées d'un petit lobe N-terminal et d'un large lobe C-terminal
reliés par une région charniére.'** Le lobe N-term est constitué de cing feuillets B antiparalléles et
d'une hélice a (a-C) qui peut se trouver en conformation « in » ou « out ». Ce lobe joue un réle
dans l'interaction et l'orientation de I'ATP. Le lobe C-term quant a lui est impliqué dans la
reconnaissance et la fixation avec le substrat protéique.’?®*?! Il est constitué de huit hélices a et
quatre brins B.

La charniere est la jonction flexible entre les deux lobes, qui forme un sillon catalytique
profond ou se lie I'ATP pour le transfert du phosphate (Figure 31). Une boucle P riche en glycine
se situe sur le lobe N-term et interagit avec la partie phosphate de I'ATP.*® L'ATP est d'ailleurs
stabilisé par plusieurs interactions comme des ponts salins qui s'établissent entre deux acides
aminés et les phosphates a et B de I'ATP. Deux ion Mg”* viennent également chélater les
phosphates a, f et y afin de les stabiliser et d'orienter le phosphate terminal y pour son transfert.

Le lobe C contient la boucle d'activation constituée d'une trentaine de résidus qui se trouve
en conformation ouverte ou fermée. On y retrouve au début de cette boucle le motif DFG.'"* Les
kinases ont plusieurs états, un état activé ou des états inactifs. Dans la conformation active, la
boucle d'activation forme un sillon permettant I'entrée du substrat protéique, on parle alors de
motif DFG-in (Asp-Phe-Gly). Tandis qu'en conformation inactive, la boucle d'activation bloque
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I'entrée du substrat, et dans ce cas le motif est dit DFG-out.’**'? Dans la forme active de la kinase,
le substrat peptidique établit des interactions avec la boucle catalytique, sur le motif HRD (His-
Arg-Asp) (Figure 29).

N-lobe

ATP pocket __
7N\
k .

‘,\L ’\)) +— C-helix

DFGmotif
Activation

£ loop
oA™Y LRDmotif

Catalytic
loop

C-lobe

Figure 29 - Les principaux éléments structuraux constitutifs des kinases'?

Comme représenté sur la Figure 30, la boucle d’activation (en violet) en conformation
inactive est fermée (DFG-out) et bloque I'acces du site catalytique au substrat. Dans la forme active
(DFG-in), la boucle d'activation (en turquoise), se trouve a l'extérieure et autorise l'accés au site
catalytique.

Inactive conformation Active conformation Activation loop opened

Activation loop closed

Figure 30 - Formes active et inactive de la kinase EGFR avec les différentes positions de la boucle d'activation
et superposition des deux états avec une vue du dessus sur la troiséme image.11*

L'ATP se lie au domaine kinase au niveau de la cavité située entre les deux lobes reliés par
la charniere (Figure 31). L'adénine établit essentiellement trois liaisons hydrogenes avec les acides
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aminés de la charniére. Le ribose est stabilisé par des liaisons hydrogene des résidus du lobe C-
term. La boucle P permet le positionnement du phosphate y de I'ATP pour son transfert vers la
cible. Le motif HRD de la boucle catalytique joue le rOle d’accepteur pour le transfert du phosphate
y. Enfin, la boucle d'activation positionne le groupement hydroxyle du substrat qui se lie au niveau
de I'hélice F du lobe C-term lorsque la boucle d'activation est en position ouverte (DFG-in).'**
R = Gatekeeper residue
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HN™ ~o
0 NH, Adenine region

e
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HO OH 3

Sugar region Phosphate region

ATP binding site

Figure 31 - Structure de la poche ATP

ii. Les différents modes d’inhibition

Les kinases étant des structures larges et complexes, plusieurs sites d'interactions sont
possibles pour les inhibiteurs. Ces différents modes d'inhibition sont répertoriés en plusieurs
groupes selon leur mécanisme, et présentent chacun des caractéristiques propres qui en font leur

spécificité, et également leurs limitations."'*'*

Type I: ligand purement ATP-compétitif qui se lie a la kinase dans sa conformation activée, c'est
a dire avec le motif DFG de la boucle d’activation en conformation « in ». Les molécules miment
les interactions de la partie adénine de I’ATP en se liant a la charniére par une a trois liaisons
hydrogenes d'une part, et les interactions hydrophobes d'autre part (Figure 32).

Type I : ligand ATP-compétitif qui se lie a la kinase non-phosphorylée inactivée en conformation
DFG-out. Le motif DFG de la boucle d'activation effectue une rotation ce qui ouvre l'accés a une
cavité hydrophobe allostérique adjacente au de site ATP.'*® Les inhibiteurs ciblent la poche ATP
au niveau de la charniéere par des liaisons hydrogenes comme le type I mais exploitent en plus ce
site allostérique. Ce mode offre une meilleure sélectivité en comparaison au type I (Figure 32).

Type 1'% : ligand ATP-compétitif qui se lie & la conformation active DFG-in et qui cible une partie
des résidus allostériques accessibles dans le type II. Le ligand n'a pas acces a la totalité de la cavité
allostérique et donc pénetre moins profondément que l'inhibiteur de type 1L Il s'agit d'un mode
intermédiaire, puisque I'on retrouve les mémes interactions que pour le type I dans la poche ATP
tout en ciblant d'autres résidus comme le type II en exploitant la conformation DFG-in. La taille
de la cavité hydrophobe naturellement non occupée par I'ATP est controlée par la taille et la
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nature du résidu du « gatekeeper». Il s'agit du résidu N-terminal de la charniere. Plus le résidu
est petit (Thr par exemple) plus I'accés a la cavité est important.'?® Cette classe peut étre divisée
en deux selon la conformation de I'hélice a-C in ou out (types I'? A et IV?B).

Type III : ligand non compétitif qui ne se lie qu'au site allostérique adjacent au site de I'ATP (Figure
32).%

Type IV : ligand non compétitif qui se lie a un site allostérique éloignée du site de I'ATP (Figure
32). Sa localisation dépend de chaque kinase.**

Type V :ligand ambivalent « bi-substrat » qui se lie a deux zones différentes de la kinase en méme
temps.'?’

Type VI: le ligand se lie de facon covalente au site catalytique avec un accepteur de Michael
électrophile sur l'inhibiteur pour former une liaison covalente avec un résidu cystéine de la
kinase.**

Type | Type ll Type lll Type IV

Figure 32 - Représentation schématique des types d'inhibition I, II, III et IV'2®

Le premier inhibiteur de kinase mis sur le marché, I'Imatinib, est un inhibiteur de type IL
Ce n'est qu’en 2013 qu'a été autorisé le premier inhibiteur allostérique de type III, le Trametinib.
Un certain degré de sélectivité est tout de méme possible avec les inhibiteurs ATP-compétitif, en
utilisant les caractéristiques structurales de la kinase présentes autour de la poche ATP. Il existe
quelques inhibiteurs allostériques sur le marché qui sont le Trametinib, Cobimetinib, Afatinib,
Ibrutinib.*® Le plus gros challenge dans le développement d'inhibiteurs allostériques de type III
est la difficulté a identifier ces sites potentiels de fixation. Bien souvent se sont des analyses
cristallographiques qui donnent acces a ces sites par sérendipité. Ces sites peuvent étre cachés
dans des conformations plus hautes en énergie, moins accessibles.

Un autre probleme se pose pour les inhibiteurs de types I %2 et II qui est I'apparition de
résistance des cellules cancéreuses suite a la mutation du résidu du gatekeeper. Ce résidu
permettant l'interaction de l'inhibiteur avec la « back-pocket », le changement d'un seul acide
aminé suffit & modifier complétement I'affinité de la kinase pour l'inhibiteur.>* L'exemple de
I'Tmatinib illustre ce phénomene puisqu’a la suite de la mutation de la thréonine du gatekeeper
en isoleucine sur la position 315 de Bcr-Abl, de la résistance a été observée avec ce médicament
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(illustration sur la Figure 88). Il est alors intéressant de chercher a cibler d'autres sites de la protéine

que celui de I'ATP.

Le Tableau 1 récapitule les inhibiteurs de kinases autorisés par la FDA avec leurs cibles

biologiques, leur mode d'inhibition et la pathologie pour laquelle ils sont utilisés.

113,116,129

Tableau 1 - Liste des inhibiteurs de kinase sur le marché, mise a jour en janvier 2020

Nom (année autorisation
FDA)

Kinase ciblée

Mode
d’inhibition

Pathologie - Indication

Sirolimus (macrocycle) (1999)

mTOR

v

Immunosuppresseur (Transplantation

rénale)
- Leucémie myéloide chronique, tumeur
Imatinib (2001) BCR-Abl, PDGFR, KIT, RET I . .
stromale gastro-intestinale
Gefitinib (2003) ErbB1, EGFR, PDGFR I Cancer du poumon non a petites cellules
. Cancer du poumon non a petites cellules,
Erlotinib (2004) EGFR I )
pancréas
. VEGFR, FGFR, PDGFR, RAF, FLT3, , . , .
Sorafenib (2005) I Cancer rénal, carcinome hépatocellulaire
KIT, RET
o BCR-ADbl, SRC, LCK, FYN, KIT, - o .
Dasatinib (2006) /1% Leucémie myéloide chronique
PDGFR
. Cancer rénal, tumeur stromale gastro-
Sunitinib (2006) VEGFR, PDGFR, KIT, FLT3, RET 1% /1 . .
intestinale
Nilotinib (2007) BCR-Abl, PDGFR, KIT I Leucémie
Temsirolimus (macrocycle) 3
mTOR v Cancer rénal
(2007)
Lapatinib (2007) EGFR, ErbB2 I/1% Cancer du sein
Pazopanib (2009) VEGFR, PDGFR, KIT, FGFR I Cancer rénal, sarcome des tissus mous
. Cancer rénal, Cancer du sein,
Everolimus (macrocycle) (2009) mTORC1 v i
immunosuppresseur
Ruxolitinib (2011) JAK1-2 I Myélofibrose
Crizotinib (2011) ALK, MET, ROS1, MST1R /1Y%, Cancer du poumon non a petites cellules
Vemurafenib (2011) B-Raf 1% Cancer thyroide, mélanome
Vandetanib (2011) VEGFR, EGFR, RET I Cancer endocrinien
o BCR-AbI, KIT, RET, FGFR, SRC, Leucémie myéloide chronique, leucémie
Ponatinib (2012) II L .
VEGFR, PDGFR aigué lymphoblastique
. MET, VEGFR, RET, Kit, TrkB, FIt3, B
Cabozantinib (2012) . II Cancer thyroide
Axl, Tie2
Tofacitinib (2012) JAK1-3 I Polyarthrite rhumatoide
. VEGFR, PDGFR, FGFR, RAF, KIT, Cancer colorectal, tumeur stromale gastro-
Regorafenib (2012) . II ) .
RET, BCR-Abl, B-Raf, Tie2, Eph2A intestinale
Bosutinib (2012) BCR-Abl, SRC, LYN, HCK /1 Leucémie myéloide chronique
Axitinib (2012) VEGFR1-3, KIT, PDGFR II Cancer rénal
. . . Leucémie lymphoide chronique,
Ibrutinib (2013) Bruton tyrosine kinase VI
lymphomes des cellules du manteau
Afatinib (2013) ErbB2-4, EGFR VI Cancer du poumon non a petites cellules
Dabrafenib (2013) B-Raf Il Mélanome
Trametinib (2013) MEK1, MEK2 III Mélanome BRAF V600E or V600K mutant
] . VEGFR, EGFR, PDGFR . L .
Nintedanib (2014) II Fibrose pulmonaire idiopathique
FGFR1/2/3, FIt3, Lck
L . Leucémie lymphoide chronique,
Idelalisib (2014) PI3K$ (Lipid kinase) II .
lymphome non hodgkinien
. Cancer du poumon non a petites cellules
Ceritinib (2014) ALK IRZ]
ALK+
Lenvatinib (2015) VEGFR2, VEGFR3 1% Cancer de la thyroide
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FGFR1/2/3/4, PDGFR, Kit, RET

Palbociclib (2015) CDK4, CDK6 I Cancer du sein
Osimertinib (2015) EGFR VI Cancer du poumon non a petites cellules
. . Mélanome BRAF V600E ou V600K
Cobimetinib (2015) MEK1-2 11 .
mutation
. Cancer du poumon non a petites cellules
Brigatinib (2017) ALK, ROS1, IGF-1R, Flt3, EGFR I
ALK+
Alectinib (2017) ALK, RET |7 Cancer du poumon non a petites cellules
Ribociclib (2017) CDK4/6 [Y Cancer du sein
Abemaciclib (2017) CDK4/6 [Y Cancer du sein
- . . Lymphomes des cellules du manteau,
Acalabrutinib (2017) Bruton tyrosine kinase - Lo . .
leucémie chronique lymphoblastique
. Cancer du poumon non a petites cellules
Dacomitinib (2017) EGFR VI
EGFR-mutant
Neratinib (2017) ErbB2 - Cancer du sein HER2+
Baricitinib (2018) JAK1/2/3 & Tyk - Polyarthrite rhumatoide
Binimetinib (2018) i
MEK1/2 1% Mélanome
Encorafenib (2018) ,
B-Raf 1% Mélanome
Fostamatinib (2018) Syk I Thrombopénie
Gilteritinib (2018) . o
Flt3 - Leucémie aiglie myéloide
Larotrectinib (2018) .
TRK - Tumeur solide
Lorlatinib (2018) (macrocycle) ALK Cancer du poumon non a petites cellules
ALK+
Netarsudil (2018)
ROCK1/2 - Glaucome
Erdafitinib (2019) FGFR1/2/3/4, VEGFR |RZ] Carcinome urothélial
Cabozantinib (2019) Carcinome hépatocellulaire
Entrectinib (2019) TrkA, TrkB, TrkC, ROS1 1% Cancer du poumon non a petites cellules
Pexidartinib (2019) SF1R, RY, CSF1R, Kit I Cancer des ovaires
Fedratinib (2019) JAK2 - Myélofibrose
Zanubrutinib (2019) Bruton tyrosine kinase VI Lymphomes des cellules du manteau

Maladie du greffon contre I'hote

Ruxolitinib (2019) JAKL/2 I , . L o
réfractaire aux stéroides, myélofibrose

Upadacinib (2019) JAK1 - Polyarthrite rhumatoide

Avapritinib (2020) PDGFR, Kit - Tumeur stromale gastro-intestinale

Comme exposé dans le Tableau 1, la plupart des inhibiteurs se répartissent entre les types I, I
Y2 et 1], soit des inhibiteurs ATP-compétitif. Il est important de multiplier les stratégies pour contrer
les problemes de sélectivité et de mutations qui peuvent exister. Les inhibiteurs allostériques
semblent étre une bonne piste pour développer de nouvelles thérapies efficaces.*

2. Les inhibiteurs des kinases Aurora

Les kinases de la famille Aurora suscitent un vif intérét di a leur fort potentiel thérapeutique.
En effet, leur association avec I'instabilité génétique et leur surexpression dans les tumeurs en font
des cibles pertinentes dans la découverte de nouveaux médicaments. Ces kinases étant
impliquées dans plusieurs événements du cycle cellulaire et dans de nombreux types de cellules
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tumorales, un nombre important de molécules sont entrées en phase préclinique et clinique, mais

a ce jour aucune n'a encore été autorisée sur le marché.*

a. Les inhibiteurs d’Aurora A

Plusieurs dizaines d'inhibiteurs d'Aurora A sont reportés dans la littérature,”*® la plupart ciblant
le site actif de I'ATP, mais plusieurs exemples sont aussi allostériques. JanecCek et a/ont développé
AurkinA, un inhibiteur allostérique inhibant /n vitroI'interaction protéine-protéine entre Aurora A
et son cofacteur principal, TPX2."*! Un dérivé du résorcinol a été également identifié comme non-
ATP compétitif sur Aurora A avec une ICs, de 40 uM."*? A ce jour, sept composés sont en cours
d’'évaluation ou ont été évalués en phase cliniques (Tableau 2).

Ces composés induisent des défauts du fuseau bipolaire et les cellules traitées avec ces
inhibiteurs quittent prématurément la mitose donnant lieu a des cellules aneuploides présentant
des centrosomes non séparés (Figure 33). Ces caractéristiques sont semblables a celles observées

par élimination d'Aurora A par RNAi.**?

O
Aurora
2 q q
kinase A
inhibitor

e Mitotic delay e Segregation errors
* Monopolar spindles e Severe aneuploidy

Figure 33 - Phénotype des cellules traitées avec un inhibiteur d’Aurora A*

Les efforts sont a poursuivre pour évaluer si I'utilisation de petites molécules inhibant
Aurora A représente un traitement efficace pour les patients. Il reste aussi a élucider s'il faut mieux
privilégier des inhibiteurs tres sélectifs ou bien des inhibiteurs a plus large spectre. Par ailleurs, le
développement d'inhibiteurs non-ATP-compétitifs, qui sont peu représentés, est une piste a
explorer.

Tableau 2 - Les molécules inhibitrices d'Aurora A en phase clinique sont indiquées en noir pour les essais qui
sont en cours, en vert ceux qui sont en cours de recrutement, en rouge ceux qui se sont arrétés
prématurément et qui ne reprendront pas, et pour finir, en bleu sont ceux qui se sont terminés

convenablement jusqu’'au bout.*

Molécule Structure Activité Phase clinique
ICso (AurA) = 4 nM
MLN8054 ICso (AurB) = 172 nM Tumeurs solides (sein, colon,
(Millenium) pancréas, vessie) - Phase I
Ref ; 92130135136 Inhibiteur ATP (NCT00249301)
compétitif Tumeur maligne avancée -
Toxicité : Somnolence Phase I (NCT00652158)
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Tumeur solides et cancer du
sein — Phase I (NCT02719691)
Tumeurs solides et lymphome —
Phase I (NCT01898078,
NCT02214147, NCT01512758,

NCT01714947)
ICso (AurA) = 1.2 nM

Lymphome — Phase I
O ICso (AurB) = 397 nM
HN (NCT02700022)
OH

Alisertib -
- Cancer des poumons — Phase I
MLN8237 Inhibiteur ATP (NCT02293005)
(Millenium) compétitif
Ref- 130136137 Lymphome — Phase III
) Toxicité (NCT01482962)
oxicité :

Leucémie aiglie myéloide —
Phase I (NCT02560025)
Mélanome - Phase II
(NCT01316692)
Cancer du poumon a petites

Neutropénie

cellules avec Paclitaxel — Phase
II (NCT02038647)

Cancer des ovaires — Phase II
(NCT01914510 et

NCT01104675)
Sarcome des tissus mous —
H Phase IT (NCT01719744)
N-pn ICso (AurA) = 14 nM ) ) )
M ICso (AurB) = 350 nM Carcinome fibrolamellaire —
ENMD-2076 NH %0 Phase IT (NCT02234986)
EntreMed Cancer du sein — Phase II
(EntreMec) N Inhibe aussi FGFR3, oo
Ref: I PDGFR. VEGFRL et (NCT01639248)
' € , . .
X N D FLT3 Hématologie maligne — Phase I
3) N (NCT00904787)
Myélome multiple — Phase I
(NCT00806065)
Cancer avancé — Phase I
(NCT00658671)
F
Cl O, ICso (AurA) = 0.064
MK-5108 (VX- \©/ COOH M
689) Tumeurs solides — Phase I
(Vertex/Merck) P o (NCT00543387)
Ref: 130 (/\S N | Inhibiteur ATP
; N/)\N X compétitif
(4) H
Cancer du poumon - Phase II
(NCT03898791)
ICsp (AurA) = 0.8nM
Neuroblastome — Phase I
ICsp (AurB) = 1038
LY3295668 M (NCT04106219)
_— n
(Eli Lilly) Cancer du sein — Phase I
(NCT03955939)
Tumeurs solides — Phase II
(NCT03092934)
TAS-119 . L Tumeurs solides avec Paclitaxel
. ., Inhibe sélectivement
(Taiho Pas de structure publiée — Phase I (NCT02134067)
Aurora A

Pharmaceutical)

51



Tumeurs solides — Phase I

(NCT02448589)
TT-00420 Inhibe les kinases Cancer du sein — Phase I
(TransThera Pas de structure publiée Aurora A et B, ainsi (NCT03654547)

Biosciences) que JAK/Stat, CSF1
* Statuts des phases cliniques mis a jour le 8 avril 2020 sur ClinicalTrials.gov

b. Les inhibiteurs d’Aurora B

Bien que le role d'Aurora B dans la tumorigenese soit encore source de débat, I'utilisation
d'inhibiteurs de cette kinase s'est rapidement montrée intéressante. Les premiers inhibiteurs
décrits furent Hesperadin, ZM447439 et VX-680. Les études /n vitro ont montré que la déficience
en Aurora B interférait bien avec le cycle cellulaire. Le traitement des cellules avec ces molécules
conduisent a des erreurs d'attachements et donc de ségrégation des chromosomes avec des
défauts du checkpoint. La phosphorylation de I'histone H3 sur le Ser 10 est nettement diminuée
et les cellules montrent les signes d'échec de la cytokinese avec des cellules polyploides (Figure
34).139,140

Ces molécules ne sont donc pas des agents anti-mitotiques puisqu'ils n'empéchent pas la
progression du cycle cellulaire. En revanche, ils conduisent a des mitoses suffisamment aberrantes
pour induire la mort des cellules par apoptose de fagon p53 dépendante. L'effet des molécules
avec des expositions prolongées semble malgré tout lignée-dépendant; certaines lignées
deviennent massivement polyploides a la suite de divisions cellulaire anormales successives et
d'autres sont soumises a l'apoptose dés la premiére division.* Ces différences sont dues a
I'expression de p53 dans les lignées cellulaires.

Aurora ! ! o
kinase B o
inhibitor

* Misalignments e Polyploidy
* Failed cytokinesis * Micronuclei

Figure 34 - Phénotype des cellules avec inhibiteurs d’Aurora B***

Le traitement des cellules avec Hesperadin montre que les chromosomes sont orientés de
facon syntéliques.*** In vitro ZM447439 et VX-680 tuent sélectivement les cellules tumorales et
induisent une nette régression tumorale."* In vivo, VX-680 a montré des effets notables sur la
régression tumorale chez des modéles de souris greffées avec une bonne tolérance.’*” Cependant,
les effets cliniques ont été stoppés en phase Il contre la leucémie myéloide chronique. Il a pu étre
également montré que ZM447439 n'affecte pas les cellules saines non prolifératives.* La majorité
des cellules du corps ne proliférant par rapidement, les inhibiteurs de kinases Aurora semblent
avoir un meilleur index thérapeutique que les agents cytotoxiques non spécifiques tels que les
agents alkylants de I'ADN."** Toutefois, les essais biologiques ont déja pu montrer I'apparition de
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phénomene de résistance d'Aurora B face a certaines molécules, comme ZM447439, VX-680,
Hesperadin et MLN8054.*®

Plusieurs inhibiteurs d'Aurora B ou pan-Aurora ont avancé jusqu'en phase clinique.
Plusieurs d'entre eux sont maintenant utilisés comme outils de recherche en biologie. Les
inhibiteurs en phase clinique sont résumés dans le Tableau 3, et de nombreux autres composés
sont en cours d'évaluation préclinique.** Borisa et Bhatt ont publié une revue des différents
inhibiteurs des kinases Aurora de facon globale.’® De nombreuses entreprises pharmaceutiques
se sont également positionnées en brevetant de nombreux composés présentant des activités
inhibitrices sur les kinases Aurora.** La trés grande majorité des inhibiteurs d'Aurora B sont ATP-
compétitifs, seuls quelques exemples different. Une équipe a décrit en 2014 I'utilisation de
peptidomimétiques cycliques non-ATP-compétitifs capables d'inhibés l'interaction entre Aurora
B et INCENP.* Enfin, I'inhibiteur dérivé du résorcinol décrit précédemment pour Aurora A semble
aussi étre non-compétitif a I'ATP pour Aurora B avec une ICso de 47 uM, mais dont la modélisation
indique néanmoins une interaction sur les résidus de la charniére trés proches du site ATP.!%

L'inhibition d'Aurora B en synergie avec d'autres types d'agents chimiothérapeutiques est
également étudiée en phase clinique.*”” La combinaison du docétaxel avec le tozasertib a été
testée et l'utilisation d’AZD1152 s'est montrée efficace avec des médicaments comme le
docétaxel, la vinorelbine, la gemcitabine ou encore l'oxoliplatine. L'utilisation combinés
d'inhibiteurs d'Aurora B avec de la radiothérapie est également évaluée.'*®

Les premiers résultats des essais cliniques qui sont les plus prometteurs concernent les
cancers hématologiques qui sont des tumeurs dites liquides, en comparaison aux tumeurs solides.
Ce résultat peut s'expliquer par le fait que les tumeurs solides proliferent moins vite que les
tumeurs liquides. Les inhibiteurs d'Aurora ont un effet a la suite de plusieurs cycles de division
cellulaire, ainsi plus les cellules se divisent, plus elles sont affectées par les inhibiteurs. Les résultats
sont donc relativement décevants pour les tumeurs solides.”* Dans la plupart des phases I, les
inhibiteurs sont globalement bien tolérés mais les patients présentent une neutropénie réversible,
les inhibiteurs provoquant des dommages collatéraux au niveau de la moelle osseuse.*

Tableau 3 - Les molécules inhibitrices d'Aurora B en phase clinique sont indiquées en noir pour les essais
cliniques qui sont en cours, en vert pour ceux qui sont en cours de recrutement, en rouge pour ceux qui se
sont arrétés prématurément et qui ne reprendront pas, et pour finir en bleu, sont ceux qui se sont terminés

convenablement jusqu’'au bout.*

Molécule Structure Activité Phase clinique
ICso (AurB) = 250 nM
Hesperadin NQ 50 ) Outil de recherche
Boehringer biologique (Pas de
( .g O Inhibe aussi CHK1, LCK, ) 99 _( )
Ingelheim) résultats satisfaisants
H NH MAPKAP- K1, MKK1, PHK -
%N / en phase clinique)
Ref: 135138149 ( S O o) and AMPK
N @ Inhibiteur ATP compétitif
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ZM447439

(AstraZeneca) ICsp (AurA) = 110 nM

s
N

HNQ o ICso (AurB) = 130 nM
>N
W

@

Ref: 13> 0

Inhibiteur ATP compétitif

Outil de recherche
biologique

ICsp (AurA) = 0.6 nM
ICso (AurB) = 18 nM

Tozasertib - VX-680 ICso (AurC) = 4.6 nM

(=MKO0457)
(Vertex)

L HT(A Inhibe aussi FIt3, BCR-ABL
| /)\S/O/ 0 T315I mutant
Ref: 135 147

Toxicité: Neutropénie

Tumeur solide — Phase I
(NCT02532868)
Cancer colorectal -
Phase I (NCT00099346)
Leucémie chronique
myéloide — Phase II
(NCT00405054)
Leucémie— Phase I
(NCT00111683)
Carcinome, Cancer du
poumon non a petites
cellules — Phase II

(NCT00290550)
Leucémie aigie
myéloide — Phase I
(NCT00500006)

ICso (AurA) = 1369 nM
ICs0 (AurB) = 0.36 nM
ICso (AurC) = 17 nM

Barasertib -
AZD1152
(AstraZeneca)

N-N
|y
HN NH
SO IS
o]
.
HO.2.0 o~y ~~p N

w ) © Toxicité: Neutropénie

Ref: 92130147
Prodrug converti /n vivo en
barasertib-HQPA

Lymphome — Phase II
(NCT01354392)
Leucémie aiglie

myéloide — Phase I
(NCT00530699 et
NCT01019161)
Tumeurs malignes
solides — Phase I
(NCT00338182)
Tumeurs malignes
solides — Phase I
(NCT00497731 et
NCT00497679)
Leucémie myéloide —
Phase I (NCT00497991)
Leucémie aiglie
myéloide — Phase I et II
en combinaison avec
des faibles doses de
Cytosine Arabinoside
(NCT00952588 et
NCT00926731)
Leucémie aigue
myéloide — Phase I
(NCT03217838)

ICs0 (A = 1259 nM
GSK1070916 N_N> I"g( (‘/‘;a)B) e r:|
(GlaxoSmithKline) 7 @ , s0 AUIL) = =N
n 0 N ICso (AurC) = 6.5 nM
Ref. 130150 H | \/ \ O Inhibiteur ATP compétitif
(o) NN Aurora kinase C inhibition.

Tumeurs solides —
Phase I (NCT01118611)
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Danusertib -
PHA739358
(Nerviano/Pfizer)
Ref: 135 92

ICso (AurA) = 13 nM
ICso (AurB) = 79 nM
ICso (AurC) = 61 nM
Inhibe aussi FGFR1, TRKA,
ABL et RET

Toxicité: Neutropénie

Myélome multiple -
Phase II (NCT00872300)

Cancer de la prostate —
Phase II (NCT00766324)

SNS-314 Mesylate
(Sunesis)

Ref: 130,135

HNN/[}\'\;\ QCI
o

ICs0 (AurA) = 9 nM
ICso (AurB) = 31 nM
ICs0 (AurC) = 3.4 nM
Inhibiteur ATP compétitif
Toxicité : Neutropénie

Tumeurs solides —Phase
I (NCT00519662)

CYC116
(Cyclacel)

Ref: 130,144

ICs0 (AurA) = 44 nM

ICso (AurB) = 19 nM

ICso (AurC) = 65 nM
Inhibe aussi FIt3 et VEGFR2

Tumeurs solides —
Phase I (NCT00560716)

PF-03814735
(Pfizer)

Ref: 130

ICs0 (AurA) = 5nM
ICs0 (AurB) = 0.8 nM

Inhibiteur ATP compétitif

Side effect: Neutropénie

Tumeurs solides —
Phase I (NCT00424632)

AT9283
(Astex)
Ref: 92135

ICs0 (AurA) = 3 nM
ICso (AurB) = 3 nM

Inhibe aussi Inhibe aussi
JAK1, JAK2, FIt3, STAT3, Tyk2,
VEGF et Abl (T315I)
Inhibiteur ATP compétitif
Toxicité : Neutropénie et
Fatigue

Myélome multiple —
Phase II (NCT01145989)
Lymphome non
Hodgkinien — Phase I
(NCT00443976)
Leucémie jeunes
patients — Phase I
(NCT01431664)
Leucémie — Phase II
(NCT00522990)
Tumeurs solides
infantiles — Phase I
(NCT00985868)

Cenisertib -
AS703569 (R763)
(Merck Seron)

Ref: 135,151

ICso (AurA) = 4 nM
ICso (AurB) = 4.8 nM
ICso (AurC) = 6.8 nM
ABL1, AKT, VEGFR, STATS et
FLT3
Inhibiteur ATP compétitif
Toxicité : Neutropénie,
diarrhée

Cancer du pancréas en
combinaison avec
gemcitabine — Phase I
(NCT01097512)
Hémopathie maligne —
Phase I (NCT01080664)
Tumeur solide — Phase I
(NCT00391521)

Orantinib - SU6668
(Pfizer)

Ref: 130,152

N (16)
O
/
I
(@]
N
Ho (17)

ICso (AurA) = 850 nM
ICso (AurB) = 35 nM
ICso (AurC) = 210nM
Inhibe également plusieurs
récepteurs de la tyrosine
kinase
Inhibiteur ATP compétitif

Tumeurs solides —
Phase II (NCT00024206)
Carcinome
hépatocellulaire —
Phase III
(NCT01465464)
Carcinome
hépatocellulaire —
Phase II (NCT00784290)
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H Tumeurs solides —
AMG-900 NN, ICso (AurA) = 5nM
| N Phase I (NCT00858377)
(Amgen) ~ ICso (AurB) = 4 nM L
= Leucémie aigte
s ICso (AurC) = 1nM o
myeéloide — Phase I
Ref: 130 (18)
(NCT01380756)
n.0 Cancer hématologique
TAK-901 O ~ ~ Phase
(Millennium/Takeda) — ICsp (AurA) = 21 nM (NCT00807677)

ICso (AurB) = 15 nM

Tumeurs solides et

Ref: 130 Q/N N lymphome - Phase I
N 0 (19) (NCT00935844)
o o_N Leucémie aigiie
BI811283 H\KN T myéloide avec
(Boehringer N| _N Inhibiteur ICsg (AurB) = 9 nM Cytarabine — Phase I
Ingelheim) n 20 Inhibiteur ATP compétitif (NCT00632749)
Ref: 138 O\NIL Tumeurs solides —
0 \O\‘\ Phase I (NCT0070132)
/ ICso (AurA) = 25 nM
BI-847325 ICso (AurB) = 3 nM

(Boehringer

ICso (AurC) = 15 nM

Néoplasme — Phase I

. NH Inhibiteur ATP compétitif
Ingelheim) / (NCT01324830)
Ref: 133 O o (1
\/H y N Inhibe aussi MEK1 et 2 (ICso
=25et4 nM)
Cancer des ovaires —
Phase II (NCT03166891)
Tumeurs solides —
Phase I (NCT02122809)
Lymphome non
Hodgkinien — Phase 1
NH (NCT03074825)
. . H 2 .
Chiauranib - O _N Cancer des ovaires —
ICsp (AurB) = 9 nM
CS2164 . Phase II (NCT03901118)
. NZ Inhibe VEGFR2, VEGFR1, )
(Chipscreen | . Carcinome
o X0 VEGFR3, PDGFR et c-Kit | )
Biosciences) (22) hépatocellulaire -

Phase I (NCT03245190)
Lymphome non
Hodgkinien — Phase 1
(NCT039742453)
Cancer du poumon a
petites cellules — Phase
I (NCT03216343)
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ICso (AurA) = 120 nM

Tumeurs solides —
phase II (NCT02478320)
Tumeurs solides
métastasiques — Phase 1
(NCT02540876)

Ilorasertib (ABT- HNz&o ICso (AurB) = 7 nM Tumeurs malignes
348) NH ICs0 (AurC) =1 nM hématologiques en
(Abbott) N \2 { ) combinais.o.n .aussi avec
L S azacitidine —
Ref: 14 p Inhibe aussi VEGFR (NCT01110473)
NN Inhibiteur ATP compétitif Tumeurs solides en

combinaison aussi avec

H .
© carboplatin et

docétaxel — Phase I

(NCT01110486)

* Statuts des phases cliniques mis a jour le 8 avril 2020 sur ClinicalTrials.gov

Apres la présentation autour de la cible biologique d'intérét, nous présentons a présent
les composés bioactifs d'origine marine et plus spécifiquement ceux de la famille des pyrroles-2-
aminoimidazole qui constituent le point de départ de ce projet de these.

V. La famille des pyrroles-2-aminoimidazoles marins

1. Chimiodiversité marine

a. Les océans comme source de molécules bioactives

La nature est une source infinie d'inspiration pour la découverte de nouveaux médicaments.
On estime que 60 % des médicaments sur le marché ont pour origine un produit naturel.” Dans
le domaine du cancer plus spécifiquement, entre les années 40 et 2014, 49 % des médicaments
autorisés sont des produits naturels ou des analogues synthétiques.> Les motifs issus de la
nature sont extrémement variés et couvrent un trés large espace chimique : peptides, alcaloides,
terpenes, acides gras etc. Les océans représentent 70 % de la surface de la planéte, et offrent ainsi
des ressources vastes de molécules bioactives. Certaines zones, comme les récifs coralliens
possédent une biodiversité bien plus dense que les foréts tropicales.”® Les organismes marins
sont tres diversifiés et sont autant de sources différentes que de métabolites secondaires; on
dénombre plus de 20 000 produits naturels marins isolés a ce jour®*® Comme sources de
molécules originales, on peut citer les éponges, les mollusques, les coraux, les algues, les
microorganismes associés comme les champignons, les cyanobactéries et les actinomycetes. Ces
métabolites secondaires jouent des rdles clés dans la défense du territoire face a des prédateurs,
dans la communication, la reproduction etc. La diversité des conditions environnementales
aquatiques (nutriments, profondeur, température, lumiere, salinité) influent également dans la
diversité structurale des métabolites.
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Malgré la richesse des produits naturels marins, cette source est la moins d'exploitée. Ceci

s'explique aisément par les défis techniques et logistiques que requiérent l'exploration et

I'exploitation des fonds marins. De plus, I'approvisionnement est un facteur tres limitant, les

quantités de produits qui peuvent étre extraites sont trés faibles. Par exemple, pour la

trabectédine, une tonne de tuniciers est nécessaire pour isoler 1 g de principe actif.” La mise en

culture des organismes marins n'est pas aussi aisée qu'elle peut I'étre pour des organismes

terrestres (plantes, animaux etc.). Ainsi la synthése organique est une solution clé pour le

développement de métabolites marins en chimie médicinale.

Plusieurs composés issus de produits naturels marins ont été approuvés’, dont certains n'ont

subi aucune modification chimique (Figure 35) :

L’éribuline mésylate 76 (Halaven®) est un analogue simplifié du macrolide halichondrine
B (75), isolé en 1986 de I'éponge Halichondria Okadaiau Japon (Figure 48)."" Il est autorisé
depuis 2010 pour le traitement du cancer du sein métastasé.

La cytarabine (Aracytine®) est indiquée dans le traitement des cancers hématologiques
depuis 1969 aux Etats-Unis et 2001 en Europe.™’ Il s'agit d'un dérivé de nucléosides, isolés
de I'éponge Cryptotethia de Floride au début des années 50.

La trabectédine (Yondélis®) est isolée du tunicier FEcteinascidia turbinata> Sa
découverte remonte a 1990 et est autorisée depuis 2007 en Europe notamment dans le
traitement du sarcome avancé des tissus mous. Ce médicament est commercialisé par
PharmaMar par hémisynthese a partir d'un métabolite obtenu par fermentation.

Le brentuximas védotine (Adcetris®) est un anticorps monoclonal conjugué a la
monomeéthylauristatine E, dérivée de la dolastatine 10 isolée du mollusque Dolabella
auricularia. Il est commercialisé depuis le début des années 2010 par la société Takeda.
La vidarabine (Vira-A®) est un antiviral dérivé de nucléosides naturels isolés dans les
années 50 de I'éponge Cryptotethya crypta>’

Le ziconotide (Prialt®) est un peptide utilisé comme analgésique prescrit dans le
traitement de douleurs sévéres.” Il est issu de la modification de la conotoxine provenant
du venin du coquillage Conus Magus.

Enfin, un mélange de deux esters éthyliques d’acides gras oméga-3 (Lovaza®)
provenant des huiles de poisson est commercialisé par GSK depuis 2004 aux Etats-Unis
pour le traitement de I'hypertriglycéridémie.
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Figure 35 - Structures des médicaments d’origine marine

b. Les inhibiteurs de kinases d'origine marine

Dans la littérature de nombreux produits naturels d'origine marine et leurs analogues
synthétiques sont reportés pour leurs diverses activités in vitro sur les kinases.”® La rapamycin
(sirolimus) a été initialement découverte comme antifongique chez Streptomyces hygroscopicus,
souche provenant du sol."*® Des efforts pour améliorer sa solubilité ont conduit a la synthése du
temsirolimus qui inhibe la kinase mTOR et qui est autorisé depuis 2007 par la FDA pour le
traitement des patients atteint de carcinome rénal.

La staurosporine 24 est un alcaloide indolocarbozole isolé en 1977 de la bactérie
Streptomyces staurosporeus. Plusieurs dizaines de ses dérivés ont par la suite été découverts.*1>°
La staurosporine 24 interagit avec de nombreuses cibles biologiques, dont des kinases a Ser/Thr
et a Tyr ciblant le site actif de I'’ATP. Ce sont ses activités cytotoxiques et antifongiques qui ont
attiré 'attention. Bien que trop toxique, cette molécule a donné lieu a la synthese de nombreux
dérivés ayant des profils pharmacologiques plus sélectifs. Les pharmacomodulations par
hémisynthese faites sur la staurosporine 24 ont permis l'identification de plusieurs composés
actifs testés en phase clinique. La midostaurine 25 est un analogue dont I'amine est sous la forme
de benzamide et cible les kinases Flt-3, PKC et VEGFRs (Figure 36). Elle est actuellement engagée
dans une cinquantaine d’'essais cliniques de phases I a IIl, notamment contre la leucémie aigué
myéloide. Le remplacement du noyau tetrahydropyrane par un furane donna lieu a la préparation
du composé lestaurtinib 26 qui inhibe les kinases Flt-3, JAK-2, Trk-A, Trk-B, and Trk-C (Figure
36).1°%% En 2006, la FDA a donné au lestaurtinib 26 le statut de médicament orphelin pour le
traitement de la leucémie aigué myéloide. L’enzastaurine 27 est également un analogue modifié
de la staurosporine 24 qui inhibe PKC-B avec une ICsy de 6 nM.**? En 2007, c'est a |'enzastaurine
27 que le statut de médicament orphelin est accordé pour le traitement des lymphome diffus a
grandes cellules B par I'Agence Européenne des Médicaments (Figure 36).*° Le 7-
hydroxystaurosporine 28, inhibe les kinases Cdk2, 4, et 6 avec des ICsy de 42, 32, et 58 nM,
respectivement (Figure 36)."*° Il est actuellement en essai clinique pour différents cancers comme
le cancer du pancréas, du sein et le lymphome.
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Figure 36 - Médicaments orphelins avec le squelette staurosporine

La plitidepsine (Aplidin®) 29 est un depsipeptide cyclique extrait du tunicier
méditerranéen Aplidium albicans (Figure 37).*’ Il est développé par la société PharmaMar et est
actuellement en essais clinique (11 études terminées a ce jour) pour ses activités anticancéreuses
et commercialisé en Australie.’® Il cible les kinases EGFR, Src, JNK, et p38 MAPK et induit
I'apoptose des cellules cancéreuses. En juillet 2003 il a recu le statut de médicament orphelin par
I’Agence Européenne des Médicaments dans le traitement de la leucémie aigué lymphoblastique.
Cependant, en 2018, le Comité des médicaments a usage humain a refusé son autorisation de
mise sur le marché en Europe. Plus récemment la société PharmaMar a annoncé qu'elle allait

tester ce produit comme anti-infectieux contre le Covid-19.'*

0
O .
D
orP '”NJ\:/NTI'” v
- . Variolin B (30) : R = OH
Plitidepsin (29) Deoxyvariolin B (31) : R=H

Figure 37 - Plitidepsin et analogues de la Variolin B

La varioline B 30 a été isolée de I'éponge Kirkpatrickia varialosa provenant de |'’Antarctique et
possede des propriétés pro-apoptotiques mises a profit en oncologie (Figure 37). Cette molécule
cible les kinases Cdk1 et Cdk2 et est aussi un intercalant de I'ADN.'® PharmaMar poursuit ses
essais précliniques sur le dérivé synthétique déoxyvarioline B 31 qui présente un meilleur profil
pharmacocinétique.

2. Les pyrroles-2-aminoimidazoles (P-2-Als)

a. Généralités sur les pyrroles-2-aminoimidazoles

Les pyrroles-2-aminoimidazoles (P-2-Als) sont des alcaloides issus exclusivement des éponges
marines, essentiellement des familles Agelasidae ~ Halichondridae, Scopalinidae et
Axinellidae***®” Ces métabolites secondaires représentent une famille avec des structures variées
et originales. Ils se sont montrés avoir des activités biologiques trés larges comme antibiotiques,

antivirales, antifouling, cytotoxiques, inhibitrices de kinases etc.'®®

D'un point de wvu
biosynthétique, la clathrodine 32,'*° I'hyménidine 33'"° et I'oroidine 34'"* constituent les trois
monomeres principaux de l'ensemble des molécules de cette famille (Figure 38). Ils sont
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constitués d'un noyau pyrrole-2-carboxamide, qui peut étre dibromé ou monobromé et d'un
noyau 2-aminoimidazole, reliés par une chaine amine allylique. Les cyclisations intra et
intermoléculaires entre ses différents building blocks apportent une diversité moléculaire

conséquente a cette famille avec plus de deux cent vingt dérivés isolés.***17?,

Pyrrole-2-carboxamide

NH
/] HV\/[ X =Y = H : Clathrodine (32)
NH -,
XﬂN A N/>\ 2 X =H, Y = Br: Hyménidine (33)
H X =Y =Br: Oroidine (34)
2-Amino-imidazole

Figure 38 - Structures des monomeéres de base

On distingue plusieurs sous-catégories au sein des P-2-Ais : les monomeres acycliques, les
monomeres cycliques, les diméres acycliques, les dimeres cyclisés par un cycle a quatre, a cing, a
six chainons et enfin les tétrameéres. Ces molécules complexes polycycliques se forment par
différents modes comme la tautomérisation, la formation de liaisons C-C ou C-N, la cyclisation,
les réarrangements en cascade et les changements de degrés d'oxydation.'®®'’*1"* Ces différentes
catégories vont étre abordées de facon non exhaustive afin d'illustrer la richesse de la diversité
structurale au sein de cette famille.

b. Diversité structurale des pyrroles-2-aminoimidazoles

i. Les monomeres linéaires

L'oroidine 34, isolée en 1971 de I'éponge marine Agelas oroides par Forenza et al est la plus
abondante des P-2-Als (Figure 39).""* Le réle écologique de l'oroidine 34 a été identifié en 1996
comme antiappétant pour se protéger des prédateurs, principalement des poissons. Ces
propriétés de défenses sont essentielles aux éponges qui sont des animaux immobiles sans moyen
de défense physique.'” L'oroidine 34 posséde aussi des propriétés antibiofilms qui ont donné
lieu & plusieurs études SAR.">'"® La dispacamide A 35 a été isolée en 1996 de I'éponge Agelas
Dispar (Figure 39)."7 La partie aminoimidazole de l'oroidine est alors oxydée en alkylidéne
glycocyamidine. Cette molécule posséde également des propriétés antiappétantes’’® et
antihistaminiques.

© NH
NH, =< 1| H N P—NH,
N
H
@)
Oroidine (34) R = Br : Dispacamide A (35)

R = H : Dispacamide B (36)
Figure 39 - Monomeres P-2-Als linéaires
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ii. Les monomeres cycliques

Parmi ces monomeres cycliques, on retrouve le (Z)-hyménialdisine (Z-HMD) 37 qui a été
initialement extrait des éponges des genres Hymeniacidon, Acanthella, Axinella, and
Pseudoaxinyssa, tandis que son homologue débromé 38 provient de I'éponge Phakellia (Figure
40).7** JIs partagent un noyau pyrrolo-azépinique lié au noyau glycocyamidine par une double
liaison (Figure 40). Ils proviennent de la liaison entre les positions C6 et C15. Les composés de
configurations Z et E ont tous deux été isolés, bien que le composé Z soit le plus stable
thermodynamiquement et donc le plus abondant.’® Des dérivés proches comme les (Z)-
axinohydantoine 39 et (Z)-débromoaxinohydantoine 40 ont été isolés de I'éponge Aurantium
(Figure 40)."® La (-)-dibromophakellstatine 41 est un monomeére tétracyclique isolé de I'éponge
Phakellia mauritiana qui a montré des activités intéressantes sur différentes lignées cellulaires
cancéreuses (Figure 40)."® Plusieurs composés des agelastatines comme les composés 42 et 43
a structure tétracycligue dense ont été isolés dans les années 90 des éponges Agelas

184

dendromorpha et Cymbastela sp (Figure 40).

0 o)
{ HN NH 7
N NH — S NH
0= ps <N A, Lo,
N o) e} N — (0] Br \ >
H2N H = H N By H\‘ ' INH
N\ _NH R\ NH NH . /&
Br  HN hd N0
R Ry 0 |
R = Br : (Z)-hyménialdisine (37) R1 = H, Ry = Br : (Z)-axinohydantoine (39) R = H : Agelastatine A (42)
R = H : (2)-débromohyménialdisine (38) Ry, Rz = H: (Z)-débromoaxinohydantoine (40) (-)-dibromophakellstatine (41) R = Br : Agelastatine B (43)

Figure 40 - Les monomeéres Cycliques

iii. Les diméres par une liaison

Les dimérisations different selon la position ou elles ont lieu sur le monomere. La mauritiamine
44," |a nagélamide P 45 et la citrinamine A 46" sont issues d'une connexion C4-C5' (Figure
41). L'analogue nagélamide C 47 résulte d'une dimérisation C4-C6'.'® Certains diméres linéaires
résultent de la formation d'une liaison C-N. Par exemple, le stylissazole A 48 possede une liaison

C4-N3' entre les motifs hyménidine et (Z)-débromohyménialdisine (Figure 41).'*

Ry Br
NH NH

/ / 0

Br Y 0 NH Br =
2
o Mo N . M
3 \

H \/\d;NH H N8 / >\NH2

NH, NH, Br
R1 = Ry = Br : Mauritiamine (44)
Ry = Br, Ry, = H : Nagélamide P (45) Nagélamide C (47) Stylissazole A (48)
R¢ = R, = H : Citrinamine A (46)

Figure 41 - Exemples de diméres acycliques

iv. Les dimeéres a motif cyclobutane

La sceptrine 49 a été isolée en 1981 d’Agelas Sceptrum, bien qu'on la retrouve dans d'autres
éponges du type Agelas'™*! 1l s'agit d'un dimére de deux unités hyménidine formé via la
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cycloaddition [2+2] au niveau des liaisons C6-C6" et C7-C7'. Plusieurs dérivés de cette famille ont
également été isolés comme la dibromosceptrine 50, |'oxysceptrine 51 et son homologue
débromé 52 (Figure 42).19%1%3

Br [e) Br 0 Br \ 0 o N
m N\>/NH2 W NS —NH | S—NH,
N HN E N HN E N N HN S=NH
H _\74 NH Br™ ~—NH H .
H 78 H . 1 . \
N HN—" N Br. N HN—"" N N HN— \
| /N\>\NH2 I/)—<\ SN Mo /N>\NH2
Br 0 H Br O H R H
. . . R = Br : Oxysceptrine (51
Sceptrine (49) Dibromosceptrine (50) R=H: Débyromgoxyséept)rine (52)

Figure 42 - La famille des sceptrines

La sceptrine 49 posséde des propriétés antibactériennes, antivirales et antihistaminique.**
C'est également un inhibiteur de la somatostatine qui est une hormone protéique inhibitrice de
I'hormone de croissance.'

196197 at dans

Trois dérivés de la sceptrine 49 ont par la suite été isolés au laboratoire
I'équipe de Kobayashi en 2009 et 2010."* 1| s'agit des benzosceptrines A 52, B 53 et C 54 (Figure
43). La benzosceptrine A 52 est issue de I'éponge Agelas cf. Mauritiana provenant des iles
Salomon. La benzosceptrine B 53 est quant a elle issue de I'éponge Phakellia sp. et la
benzosceptrine C 54 de I'éponge Agelas Dendromorpha, toutes deux provenant de Nouvelle
Calédonie. Ce squelette original possede un axe de symétrie C, et présente un motif

benzocyclobutene fusionné avec les deux noyaux 2-aminoimidazoles.

= H : Benzosceptrine A (52)
H, Y = Br : Benzosceptrine B (53)
Y = Br : Benzosceptrine C (54)

Figure 43 - La famille des benzosceptrines

v. Les dimeres cycliques a cinq chainons

Les donnazoles A 55 et B 56 proviennent de la cyclisation C7-C7' et C6-C5' et sont les

membres les plus simples de cette famille & cing chainons (Figure 44).*

La plupart des dimeres polycliques sont issus de la dimérisation simple entre les liaisons C7 et
C7', suivi d’'une ou plusieurs cyclisations intramoléculaires conduisant a des noyaux denses et
hautement fonctionnalisés. La nagélamide O 57,'* la massadine 58°% et la palau’amine 59°** font
partie de cette catégorie (Figure 44).
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Br 0] N 2 2 = NH NH2 = NH
\ / O — —
Br Br Br Br
R = OH : Donnazole A (55) ) L
R = Cl : Donnazole B (56) Nagélamide O (57) Massadine (58) Palau’amine (59)

Figure 44 - Exemples de diméres cycliques a 5 chainons

vi. Les dimeres cycliques a six chainons

Les nagélamides E 60, F 61 et G 62 possedent un cycle a 6 chainons de type cyclohexene
provenant des cyclisations C7-C7' et C4-C6.'®® Les agéliférines 63-65 différent par la configuration

du centre 6' (Figure 45).'%

Br >:N >:N

0
N v
N H

X N—g

Br HN—""7 Br H
T O~
N o)
Y H Y H (@]
X =Y =H: Nagélamide E (60) X =Y = H : Agéliférine (63)
X =Br, Y =H : Nagélamide F (61) X = Br, Y = H : Bromoaggéliférine (64)
X =Y =Br : Nagélamide G (62) X =Y = Br : Dibromoagéliférine (65)

Figure 45 - Structures des Nagélamides E-G et Agéliférines

Vii. Les tétrameéres

Les stylissadines A 66 et B 67 sont les seules membres tétramériques a ce jour des P-2-Als,
isolées des éponges Stylissa caribica et Stylissa flabellata. Elles sont constituées de deux unités

massadines reliées par un pont éther (Figure 46).°%

H

Stylissadine A (66) : 2’-H
Stylissadine B (67) : 2’-H

Br

Br

Figure 46 - Structures des stylissadines
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3. Les P-2-Al inhibiteurs de kinases

Un grand nombre de molécules marines et leurs dérivés ont été criblés pour différentes
activités. Les molécules de la famille des P-2-Als ont montré des activités inhibitrices de kinases
intéressantes. Quelques exemples non exhaustifs sont reportés dans cette partie.

a. L’hyménialdisine et analogues proches

L'hyménialdisine (Z)-HMD 37 est un inhibiteur ATP-compétitif de Cdkl et l'inhibe avec une
ICso de 22 nM. Elle inhibe aussi Cdk-2/cycline A (ICso = 70 nM), Cdk-2/cycline E (ICso = 40 nM),
Cdk-5/p25 (ICso 28 nM), la glycogene synthase kinase 3 (GSK-3B, ICso = 10 nM) et la caséine kinase
1 (CK1, ICso = 35 nM). 232% Le potentiel thérapeutique du (Z)-HMD 37 et de ses analogues
concerne le cancer mais aussi les maladies neurodégénératives, les pathologies inflammatoires et
le diabéte de type 2.2 Plusieurs études de relations structure-activité se sont concentrées sur ce
squelette.”%?% L'hyménialdisine 37 et la débromohyménialdisine 38 ont présenté des activités
sur la cascade de signalisation Ras/MEK/MAPK avec des ICso de 3.0 et 6.0 nM respectivement sur
MEK.?* L'aldisine 68, la 2-bromoaldisine 69, 'hyménine 70 et I'oroidine 34 inhibent aussi cette
voie avec des ICs allant de 3 4 1300 nM (Figure 47).?'° Cette voie de signalisation Ras/MEK/MAPK
permet la communication cellulaire. La forme oncogénique de Ras est associée a 30 % des cancers
et représente alors une cible thérapeutique antitumorale. Le (Z)-axinohydantoine 39 présente des
activités kinases intéressantes de I'ordre du micromolaire sur les kinases C (ICso = 9 uM), GSK-3f3
(ICso = 3 M), Cdk1/cyclin B (ICso = 4 pM), CK1 (ICso = 4.5 uM) et CDC5/p25, (ICsp = 7 pM). 182203211

b. La dibromophakellstatine

La dibromophakellstatine 41 racémique a été testée sur un panel de trente-six lignées
cellulaires cancéreuses et s'est montrée active sur des lignées cancéreuses ovariennes (ICso = 0.60
uM), de glioblastomes (ICso = 0.93 uM), pulmonaires (ICso = 0.96 uM) et utérines (ICso = 1.21 pM).

Seul I'énantiomeére (-) a montré une activité antitumorale.'®**?

c. Les tauroacidines

Parmi les kinases a tyrosines, les récepteurs de I'EGF (Epidermal Growth Factor), notamment
erbB-1, erbB-2, erbB-3, and erbB-4 régulent la croissance cellulaire. Les membres de cette famille
sont impliqués dans la progression tumorale et de nombreuses études ont été menées pour
identifier des inhibiteurs. Les tauroacidines A 71 et B 72 qui sont des métabolites de I'éponge

Hymeniacidon sp. ont des activités sur la kinase erbB-2 (Figure 47).2%3

d. Les spongiacidines

Les spongiacidines A 72 et B 73 ont été isolées de Hymeniacidon sp. et ont montré des

activités inhibitrices de erbB-2 et de Cdk4 (Figure 47). La spongiacidine C 74 est un inhibiteur

sélectif de USP7 (ubiquitin-specific protease).'®’
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R =H : Aldisine (68) » R = Br : Tauroacidine A (71) Ry =Br, Ry = H : Spongiacidine B (73)
R = H : Bromoaldisine (69) Hyménine (70) R = H : Tauroacidine B (72) R = R, = H : Spongiacidine C (74)

Figure 47 - P-2-Als possédant des activités inhibitrices de kinases

e. Les benzosceptrines

La benzosceptrine B 53 possede une activité inhibitrice de la kinase CK1 avec une ICsy de 0.68
MM (résultat du laboratoire non publié), tandis que son homologue la benzosceptrine C 54
posséde des propriétés antibactérienne et anti-fongique.”**

VI. Mise en évidence de l'analogue synthétique EL228
comme inhibiteur d'Aurora B

1. Simplification des produits naturels comme stratégie de drug discovery

Les produits naturels sont une source importante pour la mise en évidence de composés chefs
de file et la découverte de médicaments. Cependant, au-dela des difficultés d'approvisionnement,
la complexité structurale de ces produits sont sources de difficultés en termes de synthese
organique, mais aussi en termes de profil pharmacocinétique. Par conséquent, la simplification de
ces structures naturelles, stratégie largement utilisée, consiste a chercher les fragments
nécessaires a l'activité biologique et a en faire des analogues. Ainsi cette approche permet d'éviter
ou d'atténuer ces problémes et d’augmenter le taux de succés des molécules d'intérét.’ L'éribuline
mésylate 76 (Halaven®) comme abordé précédemment illustre bien cette stratégie (Figure 48).

Halichondrin B (75) Eribulin (76)

Figure 48 - Simplification structurale de I'halicondrine B

C'est pour cette raison qu'il a été envisagé au laboratoire d'utiliser la benzosceptrine C et ses
monomeéres comme source d'inspiration afin de préparer des fragments plus simples de cette
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structure complexe, peut compatible avec un programme de chimie médicinale. De plus, la faible
guantité extraite de I'éponge marine correspondante ne permet pas les pharmacomodulations
par hémisynthése. Les activités biologiques préliminaires des benzosceptrines (52-54),
notamment sur la kinase CK1, ont laissé penser que des analogues simplifiés et intermédiaires de
sa synthese totale pouvaient étre des hits potentiels.

2. Simplification de la benzosceptrine C

Dans une stratégie de synthese totale et de simplification de cette molécule, différents
intermédiaires de constructions ont été préparés. Ces intermédiaires constituent des fragments
simplifiés de la benzosceptrine C 54 et sont des synthons de choix pour évaluer leurs activités
biologiques. IIs ont été évalués sur un panel de kinases a la Station Biologique de Roscoff, qui
s'intéresse aux activités biologiques des kinases et aux produits d'origine marine. Le panel est
composé d'une dizaine de kinases impliquées dans des processus biologiques importants dont
les dérégulations conduisent a des pathologies de types cancers, maladies inflammatoire et
neurodégénératives.

Ainsi, le criblage des dérivés de pyrrole-2-aminoimidazoles précurseurs et fragments de ces
alcaloides marins a permis l'identification de touches inhibitrices spécifiques de ces kinases. Plus
spécifiquement, les composés EL228, AV123 et TMQO0153 se sont révélés actifs sur les kinases
Aurora B, RIPK1 et RIPK3 (Figure 49).

HO N \\(
N TMQO0153

Cl

Ro
/>~R3 AV123
)

Rw

—
EL228

Figure 49 - Hits issus du screening des fragments de la benzosceptrme C

Le composé AVI123 et ses dérivés sont actifs sur la kinase RIPK1, impliquée dans le

216218 41t montré /n vitro leur

processus de nécroptose.’’” Le composé TMQO153 et ses dérivés
capacité a faire basculer la cellule d'un type de mort cellulaire a un autre en fonction de la
concentration testée. Ces différents composés ont fait I'objet d'un autre projet de chimie
médicinale sur les maladies inflammatoires et neurodégénératives. Le composé EL228 présente
une ICso de 5 uM sur Aurora B avec une sélectivité intéressante vis-a-vis du panel évalué comme

illustré sur la Figure 50.
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Criblagea 10et1l pM du composé EL228
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Figure 50 - Criblage primaire d’EL228

3. Axes d’études autour du produit EL228

a. Syntheése de EL228

Le produit EL228 (Figure 51), fragment simplifié d'un produit naturel marin et analogue de

I'oroidine a suscité notre intérét puisqu'il posséde une activité sur la kinase Aurora B avec un profil

LERATE]

310 pM

assez sélectif. Ce composé s'inscrit dans la stratégie de valorisation des produits naturels marins

isolés au laboratoire. Comme il a été mis en avant précédemment, la kinase Aurora B est une cible
attractive dans le développement de traitement anti-cancéreux. L'objectif est d'entreprendre un

travail de chimie médicinale a partir de cette premiéere touche.

EL228
Figure 51 - Structure du composé EL228

EL228 est constitué de trois parties modifiables :
- Partie I: un noyau 4,5-dibromopyrrole

- Partie Il : un noyau imidazo[1,2-a]pyrimidine substitué en position 3
- Partie IIl : un linker acétylénique
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La synthese de la partie II se fait a partir du 2-amino-pyrimidine 77 qui apres cyclisation
au chloroacétaldéhyde est iodé sélectivement au N-iodosuccinimide en position 3. La partie
pyrrolique alcynique 83 est préparée a partir du trichloroacétylpyrrole 80 qui est dibromé avec
du Br, en milieu acide. L'intermédiaire 81 est acylé avec la propargylamine 82 pour obtenir I'alcyne
terminal 83. L'étape clé de la synthese est le couplage pallado-catalysé de Sonogashira avec
I'nétérocycle 79 pour obtenir EL228 en cinq étapes avec un rendement global de 24 % (Figure
52).

o)
NH, . N N
PY ci /Q’\> /Q’\>\
NTSN N" N NN
| EtOH, 75°C | NIS, ACN |
= — - 5 -
v Quant. v 64 % K/
77 78 79
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_— Br
HN _Z V.
/ )\ CCly Br, AcOH . / \\ ccCly 60°C ]\ H/
N r Br
900/0 N 80 o/O N
H O H O H 0O g3
80 81

N
L
\§) Br ] '\{>\N

Pd(PPhg),Cl,, Cul, Et;N, DMF, 60°C Brjﬂ\(“ = N\\)
N =
53 % H

Figure 52 - Synthése d’EL228

b. Les pharmacomodulations envisagées

Nous avons envisagé de réaliser les pharmacomodulations en modifiant successivement les
parties I, II et III de la molécule pour d'une part augmenter I'activité inhibitrice et d'autre part
optimiser la sélectivité sur la kinase d'intérét, Aurora B.

i.  Modulation sur la partie I

Nous avons choisi d'introduire différents hétérocycles aromatiques sur cette partie, comme
les indoles et des thiophénes. Il est également envisagé de modifier le pyrrole par différentes
substitutions et en variant la nature des halogenes et leur position. La stratégie synthétique
consiste a préparer les produits finaux de type 84 soit a partir de I'intermédiaire 86 soit a partir
de l'intermédiaire 87 (Figure 53).

0 Bl s Ly
\ \ X
N — R)J\OH // N e — H2N/ | N ) U
=
| ’\?'N\ 85 HeN 86 82 7 77
H // \_—_)
N
R y N 0
N 7 N A
84 N 7
© 87 79 85 82

Figure 53 - Rétrosynthése envisagée des produits de modulations de la partie I
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ii. Modulation sur la partie II

Les modifications du noyau imidazo[1,2-a]pyrimidine par des hétérocycles variés (indoles,
azaindoles, pyridine, thiophene etc.) ont été envisagées ainsi que l'introduction d'hétérocycles
bicycliques en faisant varier la position de I'azote en position 8 et en y ajoutant des substituants.
L'objectif est de pouvoir mettre en avant les relations de structure-activité afin de concevoir des
modifications pertinentes. La synthése des composés 88 s'effectue entre I'alcyne 83 et les
hétérocycles iodés de type 84 (Figure 54).

Br R Br
. A D\WH ¥
Br N _ I—R

N
H O g H O 83 84
Figure 54 - Rétrosynthése envisagée des produits de modulations de la partie II

iii. Modulation sur la partie III

Pour finir, nous prévoyons de modifier le linker acétylénique par des linkers alcénique,
benzénique, saturé ou encore triazole (Figure 55). L'objectif de ces variations est d’apporter de la
diversité quant a la flexibilité, la rigidité, la longueur et I'encombrement stérique du linker afin
d'en mesurer I'impact sur I’activité et de sélectionner le pIus optimal.
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Figure 55 - Rétrosynthése envisagée des produits de modulations de la partie III
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Chapitre II
Pharmacomodulations
de la partie I
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Chapitre II - Pharmacomodulations de la partie I

[. Introduction

Le travail présenté dans ce chapitre concerne les modifications chimiques effectuées sur la
partie I du hit initial, EL228 (Figure 56). Nous cherchons a identifier les éléments structuraux
favorables a l'inhibition et a la sélectivité vis-a-vis de la kinase Aurora B afin d'optimiser les
pharmacophores de la molécule.

Partie | \ N\>_N \ N\)—N
N NN
— / —
Cam —— (5
EL228
o) 84

Figure 56 - Modifications de la partie I

Deux voies synthétiques ont été utilisées pour procéder a I'ensemble des
pharmacomodulations (Schéma 1) :
- Préparation de la plateforme 86 par couplage de Sonogashira puis acylation de I'amine
primaire avec les différents hétérocycles porteurs d'une fonction acide carboxylique 85
- Préparation de l'alcyne 87 par acylation de I'amine primaire 82 avec chacun des
hétérocycles puis couplage de Sonogashira avec 79

N
o} | SN Ny

N | N
N — R)kOH // N\:) > HZN\/// I/EN\—\/‘
N g5 HoN 86 82 79

Z Ny o
© _ R\‘( \/ I/EN>\_:N> — R)kOH H2N\///
87

79 85 82

Schéma 1 - Approches synthétiques pour les modifications de la partie I (R)

De maniére exploratoire en termes d'activité biologique, divers hétérocycles aromatiques ont
été introduits a la place du pyrrole. Dans un second temps nous avons évalué I'importance des
halogenes présents sur le pyrrole. Pour finir, nous nous sommes intéressés au réle du pyrrole
comme accepteur et donneur de liaison hydrogéne sur le NH, en le remplacant par d'autres
hetérocycles a cing chainons dibromeés.
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II. Syntheses des analogues

1. Introduction d’hétérocycles aromatiques variés

La molécule plateforme 86 a été préparée a partir de la propargylamine protégée 97 (Schéma
2)?" par couplage de Sonogashira avec le dérivé iodé 79 puis déprotection en milieu acide pour
obtenir I'alcyne 86 avec un rendement global de 78 %.

oy

Boc,O (2.5 q.), DMAP (20 mol%) Pd(PPhs),Cly (10 mol %), Cul (10 mol %)

Boc
MeCN, t.a., 16 h NEt; (3ég.), DMF, t.a.
N N s (86a). DR 12
A o Boc °
97 % 80 %
82 97

N N
LN [ S—n
Boc \_) 1P DOM,ta  CFeCOOH 7 N_)

N HoN
Boc” 98 Quant. 86

Schéma 2 - Synthése de I'alcyne 86

Le deuxieme synthon, le 3-iodoimidazo[l,2-a]pyrimidine 79 est obtenu a partir du
composé 78, lui-méme obtenu quantitativement par condensation du chloroacétaldéhyde dans
I'éthanol & reflux pendant 24 heures.”® Le mécanisme de la formation de 78 (Schéma 3)
commence par I'attaque de I'azote endo-cyclique, le plus nucléophile de 77, sur le carbone en a
du chloroacétaldéhyde. L'azote exo-cyclique réagit ensuite sur l'aldéhyde pour conduire a la
fermeture du bicyclique. Le composé subit finalement une élimination d’'une molécule d’eau pour
s'aromatiser.””!

A
Q\j\C' (2 éq.) /Nld\> /NQJ\X|
Q EtOH, 75°C U NIS (1 éq.), MeCN U

Quant. 64 %
77 78 79

l T(OH
P Lo A,
k) (J® [

Schéma 3 - Préparation du 3-iodoimidazo[1,2-a]pyrimidine 79 et mécanisme de la cyclisation

L'étape finale dans la préparation des composés 99a-99d est I'amidation a I'aide de I'agent
de couplage EDC.HCI avec les hétérocycles acides carboxyliques 85a-85d (Schéma 4). Les
conditions mises en ceuvre sont celles classiquement utilisées avec HOBt en présence d'un exces
de base pour neutraliser le sel 86 dans le dichlorométhane pendant 24 a 41 h. Les rendements

obtenus sont plutét modestes. Ceci s'explique en partie par la relativement mauvaise solubilité
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des composés qui rend les étapes de traitement et de purification plus délicates. Bien que la
réaction avec l'acide indole-2-carboxylique 85c ait globalement bien fonctionnée, la réaction avec
son homologue I'acide indole-3-carboxylique 85d a conduit a la formation de nombreux produits
secondaires faisant chuter le rendement de la réaction en 99d a 17 %.

N EDC.HCI (1.26q.), HOBt (1.26q.) \%N
DIPEA (5 éq.), DCM, t.a.
R CF3000H (5€q), DCM, t.a o \\)
o \\) 24-41h \[f
ol
85 86 99
sy ’N\H‘ /[ /[ /[
=
%N ~ \\)
O 99a, 56 % O 99b,44 % O 99c, 56 % O 99d, 17 %

Schéma 4 - Synthése des produits 99a-d

2. Rappels bibliographiques sur le couplage de Sonogashira

L'introduction de la fonction alcyne par le couplage de Sonogashira est une étape clé dans la
préparation de nos dérivés. Il s'agit d'une réaction de couplage carbone-carbone pallado-
catalysée entre un halogénure d'aryle et un alcyne terminal a I'aide d’'une base et de cuivre (])
comme co-catalyseur pour former 'alcyne disubstitué (Schéma 5). Cette réaction a été publiée en

1975 par Kenkichi Sonogashira, Yasuo Tohda et Nobue Hagihara,

inspirés notamment des
travaux de Stephens et Castro datant de 1963.** Le couplage de Sonogashira présente |'avantage

d'utiliser le cuivre en quantité catalytique dans des conditions relativement douces.

— X o
R1—_ R2/ Pd(0)1 CU(I), Base R1 R2

Ry = aryle, vinyle, alkyle
R, = aryle, vinyle
X =1, Br, Cl, OTf

Schéma 5 - Réaction générale du couplage de Sonogashira

Le mécanisme général de la réaction est décrit sur le Schéma 6 et comprend deux cycles
catalytiques. Le cycle au palladium débute par I'addition oxydante a partir de I'espece catalytique
active Pd°L, c'est-a-dire l'insertion du Pd° dans la liaison C-X pour former l'intermédiaire
[Pd"L,R;X]. S'en suit une étape de transmétallation de I'alcyne du cuivre au palladium, puis une
étape d'élimination réductrice (avec une étape d'isomérisation cis/ trans du complexe) pour libérer
I'entité catalytique et le produit avec les deux fragments R; et R, couplés a l'alcyne. L'espece
organométallique cuivrée est formé /n situ au cours du deuxieme cycle catalytique, a partir du
cuivre en quantité catalytique et d'une base, généralement une amine.””* L'amine participe a la
formation du complexe acétylure de cuivre en déprotonant le complexe m-alcyne, qui rend le
proton plus acide.

La réactivité du groupe R, dans le couplage suit I'ordre suivant : iodure de vinyle > triflate
de vinyle > bromure de vinyle > chlorure de vinyle > iodure d'aryle > triflate d'aryle > bromure
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d'aryle >> chlorure d'aryle. La présence d'un groupe électroattracteur tend a augmenter la
réactivité.”?* Les complexes de palladium (0) et (II) sont utilisés. Les complexes Pd" sont des pré-
catalyseurs qui doivent étre réduits en Pd® dans le milieu réactionnel par une amine ou un ligand
phosphine par exemple.”” Les bases employées sont généralement des amines secondaires
comme la pipéridine, la morpholine ou la diisopropylamine ou des amines tertiaires comme la
triéthylamine. Des bases inorganiques sont également utilisées. Les solvants classiques pour cette

réaction sont des solvants polaires soit aprotiques comme le DMF ou le THF, soit protiques.??*?*

R,——R _
1 2 Pd(0)L2 (RZ X
Eliminiation réductive Addition oxydante
R,—Pd(I)—R; Ry—Pd(I)—=X

Transmétallation

Cu*X
Schéma 6 — Mécanisme réactionnel général du couplage de Sonogashira

Cette réaction est lI'une des plus importantes en synthese organique pour la formation de
liaison C-C entre un carbone sp et un carbone sp’ et trouve de nombreuses applications.””” Des
variations de cette réaction existent, notamment sans le co-catalyseur cuivre. En effet, bien que le
cuivre soit bénéfique au systeme catalytique en termes de réactivité, il peut étre aussi responsable
d’'inconvénients comme la formation du produit d’'homocouplage, décrit comme la réaction de
Glaser, di notamment a la présence de dioxygéne dans le milieu réactionnel.””® Dans notre cas,
nous utiliserons la version classique couramment utilisée avec 2 a 5 % de Pd(PPh3),Cly, 4 a 10 %
de Cul en présence de triéthylamine (2-3 éq.). La réaction se fait généralement dans le DMF ou le
THF anhydres préalablement dégazés. Selon les substrats, les réactions sont effectuées a

température ambiante ou 50°C, dans quelques cas jusqu’a 100°C.

3. Modulations sur le noyau pyrrolique

a. Nombre d’halogénes sur le pyrrole

Le pyrrole du hit initial EL228 porte deux atomes de bromes sur les positions 4 et 5. Nous
avons cherché a sonder leur importance en synthétisant les composés ne portant soit aucun
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brome soit qu'un seul brome (Schéma 7). Le composé pyrrolique 100 ne portant qu'un halogene
a été préparé de la méme facon que celui portant deux bromes mais avec un seul équivalent de
Br,. Ce composé bromé en position 4 a pu étre obtenu de maniére régiosélective et de facon
quantitative. Ensuite, la méme séquence de couplage amidique avec la propargylamine puis
couplage C-C de Sonogashira a été utilisée pour synthétiser les alcynes 103 et 104.°°%*° Bien que
nous n'ayons pas observé de réactions secondaires sur les bromes du pyrrole, leur présence
semble avoir un impact sur la réaction puisque le rendement du produit 104 sans les bromes est
de 86 % contre 72 % avec un seul brome (103) et 53 % pour le pyrrole dibromé EL228.

Br
/ \\_ CCly Bra(1éq)AcOH // \\  ccl,
” 0 Quant. H o
80 100
Y (82)
H,oN \/// 79, Pd(PPhg),Cl, (10 mol %), Cul (10 mol %)
Z/_\)\Wcm3 60°C Z—)\« / NEts (3¢q.), DMF
N
H O
Y=H:80 Y=H:101
Y =Br: 100 Y =Br:102,92 %
\
103, 72 % 104, 86 %

Schéma 7 - Préparation des analogues monobromé 103 et débromé 104

b. Nature des halogénes sur le pyrrole

Les deux atomes de bromes portés par le pyrrole d'EL228 ont été remplacés par deux atomes
de chlore pour le composé 109 et deux atomes d'iode pour le composé 110. Nous avons préparé
le dichloro-trichloroacétylpyrrole 105 a partir de 80 en utilisant le chlorure de sulfuryle (SO,Cl,) a
température ambiante (Schéma 8).”"?** Le chlorure de sulfuryle se décompose in situ pour
générer Cl; et SO,. C'est un réactif plus pratique a manipuler que le Cl, gazeux. Le couplage avec
la propargylamine permet ensuite I'obtention de I'alcyne terminal 106 avec un bon rendement de
86 %.

cl
cl p
T\ col, Sl @3ea) / \\  ccl S ao—<" 1 H
3  CHCI; 24h 3 60°C, 18 h N =
H 81 % H 0 86 % o)
80 105 106
|
| pZ
= I, (3.2 éq.), AgTFA (2 éq.) = HN 7 /4\ W
CCly CHCI; ta., 24 h CCl, |
N 3, X DCM, ta, 3h30 1= N_Z
H 52 % H 94 % H o8
80 107 108

Schéma 8 - Introduction de deux atomes d’halogéne sur le pyrrole
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L'analogue diiodé 108 a été préparé suivant la méme séquence que son homologue
dichloré 106 (Schéma 8).22%?** La réaction de diiodation s'est déroulée avec un exces de diiode en
présence de triflate d'argent. Le rendement modeste de 52 % de la réaction peut s'expliquer par
le fort encombrement stérique des atomes d'iode. La réaction d'acylation avec la propargylamine
a été réalisée a température ambiante, puisque lors d'un essai a 60 °C, nous avons noté la
disparition de I'atome d'iode en position 4, probablement par proto-iodation. Les alcynes 106 et
108 ont finalement pu étre engagés dans le couplage de Sonogashira avec le produit 79 (Schéma
9).

IM
X \\)79

M w Pd(PPhg),Cl, (3-5 mol %), p \>\N p \>\N
X ~~  Cul (6-8 mol %), Et3N (2 éq.)
N N~ Tt B cl N N
H H

Cl:106 109, 21 % 110, 40 %
I:108

Schéma 9 - Produits 109 et 110 du couplage de Sonogashira

c. Substituants hydrophobes sur le pyrrole

Nous nous sommes attachés a déterminer le role des deux bromes situés sur le pyrrole, a
savoir notamment s'ils étaient impliqués dans des interactions purement hydrophobes avec la
kinase. Pour cette raison nous avons envisagé la synthese d'un pyrrole diméthylé en position 4 et
5 pour comparer son activité avec son équivalent dibromé. Dans la littérature, assez peu de
syntheses a partir du pyrrole non substitué sont reportées. Il a donc été nécessaire de construire
le noyau pyrrolique avec les substituants d'intéréts.

i.  Rappels bibliographiques sur la construction du pyrrole

Les pyrroles substitués sont des hétérocycles trés importants en biologie. Ils sont largement
répandus dans les produits naturels comme les porphyrines, les P-2-Ais mais aussi les molécules
synthétiques bioactives. Ils sont un pharmacophore particulierement intéressant en chimie
medicinal, en effet on retrouve ce motif dans un grand nombre de produits a visée anti-
bactérienne, anti-fongique, anti-inflammatoire, anti-cancéreuse etc.?*?*® Plusieurs voies d'accés
chimiques ont ainsi été développées depuis de nombreuses années. On retrouve parmi les
réactions les plus classiques les réactions de Paal-Knorr®®”-2*, Knorr®*, Fischer-Fink?*!, Hantzsch?*,
Barton-Zard**, Trofimov®*, Piloty—Robinson®** et Van Leusen®*® (Figure 57). De multiples autres
réactions sont également décrites dans la littérature pour accéder aux pyrrole

su bStitUéS.237'240'245'247
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Figure 57 - Méthodes classiques pour la synthése de pyrroles

Pour la préparation du produit diméthylé, nous nous sommes intéressés a la synthese de
Fischer-Fink.** 1l s'agit d'une réaction compétitive a la réaction de Knorr qui met en jeu
classiquement une a-amino-cétone 111 et d'un carbonyle 112 portant un groupe attracteur en
a.?®® Un comparatif des deux mécanismes est détaillé sur le Schéma 10.** Le mécanisme
commence par une condensation de l'amine 11la sur le dicarbonyle 112a, suivie d'une
condensation aldolique intramoléculaire de Knoevenagel qui permet la fermeture du cycle. Pour
finir, I'élimination de I'hydroxyle et d'un groupe acyle puis l'isomérisation des doubles liaisons
conduisent au pyrrole final. Il est a noter aussi que si le composé 112a est asymétrique, la
condensation de I'amine peut se faire sur les deux positions. Une expérience de radiomarquage
au *C par Harbuck et Rapoport a permis de déterminer le ratio de chacun des trois produits qui
est de 43.8 : 1.2 pour 113b et 113a avec moins de 1% du produit 113c. En effet, |I'élimination d'un

groupe acyle est plus favorable que celle d'un groupe alcoxyle.?*3**°

La réaction de Fischer-Fink est favorisée lorsque I'amine 111 est un dicarbonyle, ce qui
accentue l'acidité du proton en a qui rentre en compétition avec celui en position 3. De plus,
lorsque la dicétone 2,4-dicarbonyle 112 porte un groupement alkyl en position 3 la voie Fischer-
Fink devient également compétitive avec la voie Knorr.** Ceci peut s'expliquer par l'acidité
légerement moins forte du proton énolisable du dicarbonyle méso-substitué et également par la

géométrie moins favorable de I'intermédiaire énamine, défavorisant la cyclisation 3-p.%°
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Schéma 10 - Mécanismes des réactions compétitives de Knorr et Fischer-Fink

ii.  Synthése du pyrrole diméthylé

La synthese du pyrrole diméthylé 119 portant une fonction ester en position 2 est décrite dans
la littérature a partir de I'oxime 118 et du 2-methyl-3-oxobutanal 117 sous forme de sel de
sodium (Schéma 11). L'oxime 118 a été synthétisée avec un bon rendement de 81 % avec du
nitrite de sodium en milieu acide.”®"*** En paralléle, le produit 117 a été préparé a partir de I'éthyl
formate 115 et de la 2-butanone 116 en présence d'une solution de méthanolate de
sodium.?>**>%°7 Les composés 117 et 118 ont pu étre engagés dans la réaction de Fischer-Fink

pour obtenir le pyrrole 119 avec un rendement de 66 % >

O O NaNO, (1 éq.) O O N
M AcOH, H,0
OEt OBt )
114 81% N, 118 D50
\OH loXxane
% b / N\ 0"
66 % H
<|> o NaOMe 5.4M MeOH (1.2éq) O ONa 119 ©
Lo~ A THF anhydre )K%
60 % )
115 116 17

Schéma 11 - Préparation du pyrrole diméthylé

Le mécanisme de formation du pyrrole 119 passe par la condensation de I'amine 118a
sur la cétone 117a en position 3 (Schéma 12). L'intermédiaire kétimine réagit ensuite suivant
une cyclisation a-1. Enfin, la perte de I'acyle conduit a I'obtention du pyrrole final.**°
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Schéma 12 - Mécanisme de formation du pyrrole 135

L'ester 119 est ensuite hydrolysé avec de I'hydroxyde de lithium puis acylé a la
propargylamine en présence de I'agent de couplage T3P (Schéma 13). L'alcyne 121 est engagé
dans le couplage de Sonogashira pour fournir le produit désiré diméthylé 122.

P
N2 (5 8q)

LIOH.H,0 (4 éq.) TP (156
o 3 5eéq.)
/N\ O~ MeOH/H;0, 70°C /N\ O DIPEA (2 éq.), E1OAC
H 0 76 % H © 69 %
119 120
\>—N
/79, Pd(PPhy),Cly (2 mol%), Cul (4 mol%)
/ Et;N (2 éq.), DMF, 50 °C
52 %
122

Schéma 13 - Synthese du produit final diméthylé 122

4. Introduction de cycles a 5 chainons 4,5-dibromés

Afin d'évaluer le réle du pyrrole et d'explorer I'apport d'autres hétérocycles aromatiques, nous
I'avons remplacé par deux hétérocycles a cing chainons 4,5-dibromés. Les acides 4,5-
dibromothiophene-2-carboxylique 123 et 4,5-dibromofuran-2-carboxylique 124 ont ainsi été
utilisés pour préparer les alcynes 125 et 126 avec de tres bons rendements par un couplage avec
la propargylamine assisté par le T;P (Schéma 14). Ces alcynes intermédiaires ont été couplés au
composé iodé 79 dans les mémes conditions que précédemment. Bien que les conversions soient
totales lors du contrdle par CCM, les produits 127 et 128 n'ont été isolés qu’avec des rendements
de 40 et 48 % respectivement.
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Schéma 14 - Préparation des dérivés thiophene 127 et furane 128

IIl. Evaluation biologique et discussion

1. Criblage primaire et IC;, des composés les plus actifs

Toutes les molécules synthétisées ont été criblées a 10 uM et 1 uM sur Aurora B et sur un
panel d'une dizaine de kinases. Ces kinases ont été sélectionnées par nos collaborateurs de la
Station Biologique de Roscoff pour leurs implications dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Les ICs, ont ensuite été déterminées pour les molécules

présentant une activité inhibitrice significative a 1 uM sur la kinase Aurora B.

Les valeurs d'inhibition a 10 et 1 uM sont présentées dans le Tableau 4. L'intégralité du criblage
est disponible en annexe 2. Les seuls composés actifs a l'issu de ce criblage sont EL228 et le
composé dichloré 109. L'ICso de ce dernier est de 1.6 uM sur Aurora B, contre 5 uM pour EL228.
Il présente egalement une activité inhibitrice de 59 % a 10 uM et 18 % a 1 uM sur la kinase GSK3p.

Tableau 4 - Résultats du criblage primaire sur Aurora B des analogues issus de la modification de la partie I

Produit
o) (o) (o) (o)
M | E | N
p N\:> d'inhibition | d’inhibition Produit d'inhibition | d’inhibition
QR 410 uM 41uM 410 uM 41uM
I
o}
Br
[\
78 54 N 7 2
H
EL228 104
Cl

70 25

~
O »

w —
Q 9\9
o
|—l
o

~
Irz
—

Br
Sé\/ 21 1 I\ 60 21
= I N
H
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99b 110
\ I\
N 32 N 3
H H
99c¢ 122
H Br
|
Oj\/ 0 Br /s\ 0
99d 127
Br Br
[\
\ 15 . 25
103 128

La Figure 58 représente le pourcentage d'inhibition a 10 uM de chacun des composés de

cette série sur les six kinases communes aux criblages. Les hétérocycles de la partie I sont

représentés sur I'axe des abscisses et le pourcentage d'inhibition sur I'axe des ordonnées. Les six

kinases évaluées communes sont indiquées sur I'histogramme le long de I'axe de profondeur,

avec la kinase Aurora B en orange. Le graphe montre les kinases impliquées dans la division
cellulaire comme I'Haspine, les CDK2, CDK5 et CDK9 qui orchestrent les différentes étapes de la
division cellulaire. Pour rappel, la kinase Haspine est étroitement liée a Aurora B, comme nous

I'avons expliqué dans le premier chapitre. Pour finir, la kinase a sérine/thréonine Pim1l est un

proto-oncogene qui intervient principalement dans la progression du cycle cellulaire, 'apoptose

et l'activation transcriptionnelle. Le graphe réveéle que nos produits sont assez spécifiques
d'Aurora B d'une part (a 10 uM), et que celles partiellement inhibées sont également impliquées

dans la division cellulaire.
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Figure 58 - Graphe représentant les pourcentages d'inhibition a 10 uM

2. Interprétation des résultats

Nous avons cherché dans un premier temps a rationaliser les effets des différents substituants
d'apres les résultats du criblage primaire. Il est évident que ce parameétre ne doit pas étre le seul
pris en compte pour la mise au point d'un candidat-médicament, mais a ce stade préliminaire
nous nous sommes basés uniquement sur les activités et sélectivités déterminées par tests
enzymatiques pour nous guider dans le design des inhibiteurs. Les résultats biologiques obtenus

nous permettent de d'esquisser les premieres conclusions quant aux effets des différents
hétérocycles (Figure 58).

Tout d'abord, I'utilisation des hétérocycles de type thiophene et indole ne permet pas
d'améliorer l'activité sur la kinase Aurora B. En effet, les composés 99a, 99b, 99c et 99d n'ont
quasiment pas d'activité ni sur Aurora B ni sur I'ensemble du panel de kinases évalué dans le cadre
de cette étude. Ensuite, il apparait que les deux atomes de brome ont leur importance puisque le
seul brome en position 4 du composé 103 ne suffit pas a maintenir I'activité. Il serait pertinent de
préparer le composé monobromé en position 5 uniquement pour valider a 100 % cette
conclusion. Le composé pyrrolique débromé 104 ne présente pas non plus activité inhibitrice. Les
composés dichloré 109 et diiodé 110 viennent confirmer I'importance des halogénes sur ces
positions du pyrrole. L'ICsp du composé dichloré déterminée est de 1.6 uM, ce qui est du méme
ordre de grandeur que celle d'EL228 a 5 uM. Les halogénes peuvent étre responsables de liaisons
halogenes mais aussi établir des interactions hydrophobes. C'est dans cette optique que le
composé diméthylé 122 a été préparé, mais n'a présenté aucun effet sur Aurora B. Le composé
99c avec le phényle sur le noyau pyrrolique apporte également un encombrement hydrophobe a
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cette position. Pourtant, il n'a également présenté aucune activité sur les kinases. Ceci souligne
d'autant plus I'importance des halogénes sur le pyrrole.

Concernant la substitution du pyrrole, le thiophene 127 et le furane 128 qui présentent les
deux bromes s'averent moins actifs sur Aurora B. Ceci nous permet de bien comparer les effets
du cycle a cinq chainons comme donneur de liaison hydrogene versus les cycles a cinq chainons
accepteur de liaison hydrogene pour le furane 128. Les résultats obtenus lors du criblage primaire
soulignent I'importance du NH comme accepteur et donneur de liaison hydrogéne pour le bon
maintien de l'activité enzymatique. Le pyrrole doit établir les liaisons favorables entre le NH et la
protéine, permettant l'interaction au site actif.

3. Roles des halogénes en chimie médicinale

Bien qgu'initialement les atomes d'halogene aient été peu utilisés en chimie médicinale,
excepté le fluor, ils ont suscité un intérét croissant et se sont avérés importants pour les
interactions ligand-protéine. En effet, les molécules naturelles étant bien souvent des sources
d'inspiration, celles issues des plantes ne présentent que tres rarement des halogénes. En
revanche, les produits naturels marins se sont avérés étre largement halogénés, amenant ainsi les
chimistes médicinaux a davantage incorporer des halogénes de type Cl et Br dans les molécules.*®
La présence d'halogenes dans les produits naturels marins s’expliquent par la plus grande
disponibilité des ions chlorure et bromure dans I'eau de mer que sur terre.?®! Curieusement, le
brome est le plus couramment incorporé dans les produits naturels marins bien que sa
concentration dans |'eau soit plus faible que celle des ions chlorures (19 000 mg/L versus 65
mg/L).”** Des haloperoxydases permettent |'incorporation des halogénes lors de la biosynthése
des meétabolites secondaires, celles-ci sont essentiellement trouvées chez les organismes
marins.”®®> Nous présentons ici les grandes caractéristiques des halogénes qui en font des atomes
aux multiples facettes en chimie médicinale.

Tout d'abord, leur caractere hydrophobe facilite la pénétration membranaire. C'est une
stratégie employée pour I'absorption et I'administration des molécules a la cible. L'hydrophobicité
est importante pour le passage de la barriere hématoencéphalique dans le cas des molécules
ciblant le systeme nerveux central par exemple.

Les iodes, bromes et chlores sont des atomes larges et stériquement encombrants. L'atome
de chlore est comparable a un méthyle, tandis que le brome est comparable en termes de taille a
un groupement isopropyle. Cette caractéristique trouve son utilité pour remplir des cavités des
cibles biologiques. Ceci permet dans certains cas, d'accéder a des poches profondes difficiles

d'accés et d’augmenter 'affinité et la sélectivité.”®

Les halogenes sont des atomes versatiles de forte densité électronique. Le point remarquable
de ces atomes réside dans le fait que leur densité électronique est anisotropique.”®® Ainsi, ils sont
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a la fois attracteur et donneur d'électrons (Figure 59).°° Les halogénes qui sont liés de facon
covalente a une molécule présentent deux régions :
- Une région de forte densité électronique perpendiculaire a la liaison covalente ou le
potentiel électrostatique & est négatif
- Une région de faible densité électronique (trou o) de potentiel positif 6 due a la
polarisabilité des atomes d'halogéenes (notamment pour I'iode et le brome) qui joue le role
d'acide de Lewis

Nucleophilic halogen bond aceptor

C—X Electrophilic halogen bond donor

Figure 59 - Schéma de la répartition électronique autour de I'atome d'halogéne

La région polarisée &” établit des interactions avec des sites riches en électron. C'est cette
interaction entre I'atome d'halogéne et une base de Lewis que I'on appelle liaison halogene, que
I'on notera XB. Elle est analogue aux liaisons hydrogenes puisque dans les deux cas, il s'agit d'une
interaction entre un donneur d'électron et un accepteur d'électron.”®® La liaison XB est
directionnelle, généralement orientée dans le prolongement de la liaison covalente avec un angle
idéal de 180° (Figure 60). La capacité des halogenes a agir comme donneur XB suit I'ordre At > 1
> Br > Cl > F. Ceci s'explique par le trou ¢ qui augmente avec la polarisabilité et diminue avec
I'électronégativité. Le fluor est ainsi nettement moins concerné par ce type d'interaction que les
autres atomes de sa colonne. Plus le carbone auquel est lié I'halogene est hybridé, plus il est
électroattracteur, ce qui augmente la force de la liaison XB : C(sp)-X > C(sp?)-X > C(sp’)-X.** La
présence de groupements fortement électroattracteurs sur la molécule qui porte I'halogéne
renforce le trou o, rendant l'interaction XB plus forte. Plus les groupements électroattracteurs sont
proches, plus l'effet est fort. En résumé, la force de l'interaction XB dépend de la nature de
I'nalogéne, de I'hybridation sp du carbone portant le donneur XB et de la présence
d'électroattracteurs a proximité de I'halogene en question. La région polarisée 6 permet quant a
elle d'établir des liaisons halogénes mais avec des sites donneurs (Figure 60). C'est-a-dire que
I'hnalogene joue ici le role de base de Lewis qui est accepteur de liaison H ou de liaison XB.

/R
»H
o7 C /
C_X; .......... :A
F X
C—=X

Figure 60 - Représentation 2D de I'interaction d'un halogéne X avec un accepteur de liaison halogéne (A) et
un donneur de liaison halogéne

Prés de 20 % des médicaments sur le marché ou en essais cliniques sont halogénés. Ce
chiffre montre clairement leur réle clé dans les interactions biologiques.’®>*’ De nombreux
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exemples mettent en avant les liaison XB comme responsable de la liaison entre des molécules
inhibitrices et les kinases.?®® La majorité des molécules halogénées portent des atomes de fluor,
suivi du chlore. Les atomes de bromes sont moins courants et les molécules iodées trés limitées.®*
On ne retrouve des atomes d’'iodes que dans les hormones thyroidiennes. De plus, la liaison C-I
est trés polarisable donc relativement peu stable. La prédominance du fluor s'explique par sa
nature tres électronégative qui lui confere la capacité d'étre un accepteur faible de liaisons H sans
étre impliqué dans les liaisons XB.”® L'introduction d'un fluor sur une molécule permet la
modulation de sa lipophilie sans trop en modifier ses autres caractéristiques. C'est un bioisostere
des hydrogenes et méthyles largement utilisé. Il n‘est qu’environ 20 % plus large sur I'hydrogene.
De plus, le fluor permet de jouer sur I'acidité des molécules en diminuant le pKa. Des modifications
du pKa ont de nombreux impacts sur la solubilité, I'affinité avec la cible, I'absorption, la
perméabilité et la métabolisation.”®® Le premier médicament halogéné autorisé en 1955 est
d‘ailleurs fluorée, il s'agit du corticostéroide fludrocortisone.”®®

L'introduction d’halogenes sur une molécule a visée thérapeutique est aussi une stratégie
pour limiter la métabolisation par les cytochromes p450 /n vivo*® Les liaisons C-X sont moins
facilement touchées et constituent une stratégie pour bloquer des positions particulierement

sensibles aux oxydations par les cytochromes.**

En résumé, l'introduction d’'halogénes sur une molécule a divers effets dans le
développement d'un candidat-médicament. Les atomes d’halogenes améliorent I'absorption, la
perméabilité, la stabilité chimique et métabolique. Ils établissent également des liaisons
halogenes avec la cible biologique ce qui améliore l'activité et la sélectivité du composé.
L'encombrement stérique est aussi un facteur qui permet d’améliorer I'affinité.

IV. Conclusion

Au cours de cette partie, nous nous sommes attaches a modifier la partie I de notre hit initial
EL228. Les modifications et variations apportées sur cette partie du squelette nous ont amené a
synthétiser onze nouveaux composés.

La préparation des composés repose sur la réaction clé du couplage pallado-catalysé de
Sonogashira. Certains des hétérocycles introduits ont été synthétisés, comme les différents
pyrroles halogénés avec 103, 109 et 110 et diméthylé avec 122.

Les résultats obtenus a l'issu du criblage de cette premiére série nous donnent des éléments
préliminaires pour I'étude des relations de structure-activité (Figure 61). Le noyau pyrrolique est
le plus actif vis-a-vis de la kinase Aurora B et les halogénes sur le pyrrole en position 4 et 5 sont
essentiels au maintien de l'inhibition enzymatique. Néanmoins, les composés dichloré 109 et
diiodé 110 présentent de bonnes activités eégalement. Pour autant, nous avons privilégié les
atomes de brome par rapport aux atomes d'iode. En effet, ces derniers sont décrits dans la
littérature comme peu stables et généralement destinés a cibler la thyroide. Nous vérifierons
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ultérieurement sur d'autres analogues si le pyrrole 4,5-dibromé est bien la partie la plus active par
rapport au pyrrole 4,5-dichloré.

Bien que les modifications n‘aient pas amené de nouvelles structures plus actives, elles nous
ont confirmé que le pyrrole 4,5-dibromé du hit EL228 est le plus actif. Ainsi, pour les modifications
qui vont suivre des parties II et III, nous avons décidé de maintenir le pyrrole 4,5-dibromé sur la

partie I de nos analogues.

Bromes en position 4 et 5 \ N\>——N
N \
7 =

EL228

Pyrrole essentiel
Figure 61 - Premiers éléments de I'étude SAR
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Chapitre III - Pharmacomodulations de la partie II

[. Introduction

La modification de la partie II du hit EL228 (Figure 62) pour les études de relations structure-
activité sur Aurora B est un objectif important de ce projet. Les pharmacomodulations réalisées
sur cette partie de la molécule sont présentées dans ce chapitre. Au vu des résultats biologiques
présentés dans le chapitre II, nous avons choisi de conserver la partie 4,5-dibromopyrrole qui s'est
montrée parmi les deux plus actives lors des modifications de la partie I du hit. Nous avons ainsi
introduit divers hétérocycles aromatiques pour explorer cette position.

1
2 N\ 8
flo N
N 7

R
Br Br. /
H/ 5 H/
/ \ N °  — / \ N
Br N EL228 Br N
H O ICg (Aurora B) =5 uM H O 88

Figure 62 - Modifications de la partie II

La synthese des composés comporte en derniére étape le couplage de Sonogashira des
hétérocycles halogénés avec I'alcyne de la propargylamine acylée 83, dont la synthese a été
précédemment présentée (Figure 63). Nous avons introduit des hétérocycles de tailles différentes
comme la pyridine, I'imidazole, le thiophene, I'indole etc., mais également des bicycles similaires
au noyau imidazo[l,2-a]pyrimidine, que l'on notera imidazo[1,2-a]N-pyridine, et parfois
substitués.

Br
A %\WH ¥
Br N —— B N X—R
H O gs H o 83 84
Figure 63 — Rétrosynthése des produits de type 88

II. Syntheses des analogues

1. Introduction d’'hétérocycles aromatiques variés

Une premiere série de dérivés fut préparée au laboratoire a partir de dérivés de la pyridine
halogénés 129a-d et du 4-iodo-imidazole 133. Les substrats halogénés 129a-d ont été engagés
dans le couplage de Sonogashira dans le DMF anhydre. Les rendements en produits isolés sont
globalement faibles en raison de leur mauvaise solubilité qui a rendu les purifications souvent
laborieuses (Schéma 15).
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- /Q /O
129a-d (1.2 &q), Pd(PPhg),Cly (5 mol%), JHjY

H/ Cul (10 mol%), EtzN 83 éq.), DMF anhydre 130a, 22 % 130b, 25 %
40-60°C, 24 h

Br
Br > | N g 2N Br N’ JJ\W ’)l\jj\(
H H

129a ou 129b ou 129¢ ou 129d

130c, 27 % 130d, 25 %
Schéma 15 - Préparation des composés 130a-d par couplage de Sonogashira

Pour tenter d'améliorer les rendements, nous avons testé la voie visant a d'abord procéder au
couplage de Sonogashira avec la propargylamine protégée 97 et les hétérocycles halogénés pour
ensuite acyler avec le pyrrole acide carboxylique. Cette approche a été testée tout d'abord avec
la 2-bromo-5-fluoropyridine (129d) (Schéma 16). Le rendement du couplage de Sonogashira du
composé 131d n'est que de 27 %.

F A~ F
Boc P | N Pd(PPhj)oCl, (8 mol %), Cul (10 mol %) Boc - |
Z DIPA (3éq.), THF, ta., 2 h
Boc/N/"' Br N7 5 ,N ~= N
oC
97 129d
131d, 27 %

Schéma 16 - Deuxiéme stratégie de synthése du produit 131d par couplage de Sonogashira avec la
propargylamine protégée

La méme réaction testée sur le 2-iodopyridine 129b (Schéma 17) donne un rendement de
81 %, bien supérieur a celui obtenu pour 130b (25 %). L'alcyne 131b est ensuite déprotégé en
132b avec du TFA puis couplé avec le pyrrole 81 pour obtenir le produit final 130b avec 47 % de
rendement. En termes de rendement et de nombre d'étapes, la seconde voie présentée sur le
Schéma 17 comporte quatre étapes et un rendement global de 24 %, tandis que la stratégie
précédemment employée comporte trois étapes et un rendement global de 18 %. Bien que le
rendement soit légerement supérieur, cette approche n'est pas la plus efficace puisqu'il faut
systématiquement trois étapes successives pour chacun des hétérocycles. A I'exception de certain
cas, la stratégie présentée sur le Schéma 15 est celle qui sera de préférence utilisée. L'alcyne 83
peut étre préparé en grande quantité et la diversification peut se faire grace a une seule étape de
facon divergente.

=
Boc _ ‘ A Pd(PPhg),Cls (5 mol %), Cul (10 mol %) Boc - | TFA (40 éq.), DCM
DIPA (3éq.), THF, t.a., 24 h a.,
BOC/N//+ N (3¢q.) a 2 N ta,2h
81 % BOC/
97 129b 131b

Jl\fcms
ZCFSCOOH
HoN

EtsN (26q.), DMF
132b, 64% ta., 48 h 130b, 47 %

Schéma 17 - Syntheése du produit 130b par la deumeme stratégie
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L'approche consistant a utiliser le couplage de Sonogashira en premiére étape a tout de
méme été utilisée pour introduire un noyau imidazole (Schéma 18), I'autre stratégie n'ayant pas
été fructueuse avec I'imidazole protégé 133. C'est donc avec un rendement global faible que le
produit 136 a été obtenu.

Ph_Ph
pn Ph
>//Ph N>L‘Ph
Boc Pd(PPhg),Cl, (20 mol %), Cul (40 mol %) | ) TFA, DCM
A |, DIPA (3éq.), THF anhydre, t.a. Boc ta.,4h
N_Z . J:N> (3éq.), THF anhydre, t.a oz N :
Boc | Boc”
97 133
134,32 %
Br
NH Br/z@\(cms
2CF,COOH [ N/> H o
HoN =
DMF, t.a., 48 h
135, 60 % 136, 22 %

Schéma 18 - Synthése du dérivé imidazolique 136 par la deuxiéme stratégie

Nous avons ensuite utilisé I'iodothiophene 137, le bromobenzothiphéne 138 et |'iodo-
indole 139 dans un couplage de Sonogashira avec I'alcyne 83 (Schéma 19). Nous avons obtenu
les trois dérivés thiophéne 140, benzothiophene 141 et indole 142. Le composé 142 fut obtenu
avec un rendement tres faible de 10 % nous laissant penser qu'il est nécessaire de protéger I'azote

de l'indole 165.
163-165 (1.2 &q.), Pd(PPh3),Cly (5 mol%),

Br y Cul (10 mol%), Et3N (2 éq.), THF anhydre
I\ N / 50°C, 18-24 h
Br N
R Y, 9) je
Br
ou 1

b\«/gbﬁ(/p 7

140, 36 % 141,24 % 142, 10 %
Schéma 19 - Synthese des produits 140-142

NH

Afin d’améliorer le rendement, I'indole 143 a été protégé avec un groupement Boc’’® puis
mis en réaction avec l'alcyne 83 (Schéma 20). Le produit 145 du couplage de Sonogashira a été
obtenu avec un meilleur rendement de 41 % au lieu de 10 %. Cependant la réaction de
déprotection de 145 en milieu acide n'a pas donné le composé attendu 142 mais le produit de
réarrangement 146, issu de la cyclisation intramoléculaire, que nous avons pu identifier par
analyse RMN.
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N-B
83 (1 6q.), Pd(PPhg),Cl, (5 mol%), Br o¢

Cul (10 mol%), EtsN (3 &q.)

I Boc,0 (1.2¢éq) | , . y
m DMAP (0.2 éq.), DCM m THF anhydre, 50°C Br | =
N 86 % N 41 % N

H Boc 145
143 144 _ 0
NH

Br NH

TFA, DCM B 7

' I\ R\ A Br o
N N
Br—\y Ho
N

H 0 4 146, 87 %

Schéma 20 - Voie de synthése du composé 146

Le produit 1,3-oxazine 146 est issu de la cyclisation 6-endo-dig du produit de couplage
déprotégé 142 entre le carbonyle et la triple liaison. Le mécanisme possible serait I'activation de
I'alcyne en milieu acide, puis addition nucléophile de I'oxygene de I'amide sur la position 6
(Schéma 21).

N Br - NH
o‘\ 5
1 5/ r (@)
N

4 e
142 146
Schéma 21 - Mécanisme suggéré de la formation du motif 1,3-oxazine

Ce méme motif a été décrit par Hashmi et al en utilisant des catalyseurs a I'or Au (I)
(Schéma 22).7"%’* Son équipe a développé une méthodologie pour accéder au composé
alkylidene oxazoline 147 a partir de I'alcyne terminal 148 (R, = H) avec des catalyseurs a l'or.
Cependant, en utilisant des alcynes disubstitués, seul le composé oxazine 149 a pu étre isolé avec
des catalyseurs Au (I), avec des rendements allant jusqu'a 95 % apres optimisation. Il peut
cependant paraitre surprenant que nous obtenions ce motif oxazine sans catalyseur, d'autant plus
que le produit 146 a été obtenu avec un tres bon rendement de 87 %. Néanmoins, ce type de
cyclisation au cours d'un couplage de Sonogashira, d'une fonction carboxyle sur la triple liaison
pour conduire & des cycles furanes a déja été observé.”’”

Ra
o) "
0Poaur g Vi PoAT R
‘*f ~ ~
HN TRy#H
14 5-exo- d|g 148 6-endo-dig 149
R, # H R o e
i /] wemr_ __m Y "~
\( \( Au(IPr) "~ N Au(IPr) N
148 150 149

Schéma 22 - Travaux de Hashmi et a/?71-274

Nous avons également utilisé le 7-bromo-2-methyl-1H-indole 151 pour accéder au dérivé
152 (Schéma 23). Nous nous sommes heurtés a un probléme de réactivité, puisque le couplage
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de Sonogashira entre I'alcyne pyrrolique 83 et la propargylamine protégée ne nous a pas permis
d'obtenir le produit. Aucune conversion n'est observée méme en augmentant le temps de
réaction et la température ; les réactifs finissent par se dégrader. La protection du N-H de 151
avec un groupement Boc a également été infructueuse, conduisant a un mélange complexe. Ces
difficultés de synthese sont probablement dues a la géne stérique entre I'azote et I'atome de
brome. Nous n'avons ainsi pas poursuivi nos efforts avec ce substrat.

Br
83, Pd(PPh;),Cl, (5 mol %), Cul (10 mol %) 7 H
Et;N (3 éq.), THF anhydre, 50 °C ou t.a.  Br . N FZ A,
H 5
N
H Pd(PPhg),Cl, (5 mol %), Cul (10 mol %)
Br Et;N (3 &q.), THF anhydre, t.a. Boc
151 7oC
N_F /
Boc Boc HN

Schéma 23 - Tentatives d’'accés aux produits 152 et 153

Le composé 7-azaindole 156 a été préparé a partir du produit de départ 154 (Schéma 24).
Une premiére étape d'iodation nous a permis d'obtenir le 7-azaindole iodé 155°”%*"” qui a ensuite
été engagé dans un couplage de Sonogashira. Malheureusement, la réaction n'a conduit qu’a la
dégradation des produits de départ dans le milieu réactionnel. Nous avons alors pensé que la
protection par le groupement Boc était nécessaire. Le produit protégé 157°”7 ainsi préparé a
donné le produit 158 quantitativement. Malheureusement, la déprotection de 158 en milieu acide
avec le TFA dans le dichlorométhane ou avec du K,CO; dans le méthanol a température

278

ambiante”’® ne nous ont pas permis d'isoler le produit 156 souhaité, seule de la décomposition a

pu étre observée.

R
R A o Br N
HN N 83 (1-1.5 éq.), Pd(PPhg),Cl, (3-5 mol %), ,
N1, (1.5 6q.), KI (1.5 éq.) N Cul (6-8 mol %), EtN (2 éq.) ) ’ 7N\
N| X NaOH 1N (1 éq), , EIOH | A [ THF anhydre, t.a. ou 50 °C Br . N Z _
N
= | _ H 0
154 .
Boc,O (1.5 éq.), R=H:155,83 % R=H:156,0 %
DMAP (0.1 éq., DCM R =Boc : 157, 98 % R = Boc : 158, quant.

Schéma 24 - Syntheése du produit protégé 158 a partir du 7-azaindole

Nous avons alors utilisé le groupement protecteur benzénesulfonyle.”’®?’%?% |3 protection
de 155 en 159 est alors obtenue avec un tres bon rendement de 98 %. Le couplage avec l'alcyne
83 a donné 160 avec 60 % de rendement. Pour finir, l'utilisation du TBAF a conduit a I'alcyne

déprotégé 156 avec un rendement de 61 %.°’®
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2.0

s< 0
Do O
HN \ (1.2 éq.) N

N
\ 83 (1 éq.), Pd(PPh3),Cl, (3 mol %), Cul (6 mol %)
Bu,NBr (10 mol%), NaOH (3 éq. ), 3)2'2 °); °
NN ' 4 (DCM an)hydre (3 éa) N X! Et;N (2 &q.), THF anhydre, t.a
= 98 % Z 60 %
155 159
0.0

2

N7

@ H
Br N Br N
| )N | )N
\ TBAFH,O (3 éq.), THF \
Br / | H // — 203 ea) Br / | H // —
N N

61 %
O 160 O 156
Schéma 25 - Syntheése du produit azaindolique 156

2. Modifications de Il'imidazo[l,2-a]pyrimidine en imidazo[1,2-a]-N-
pyridine

Apres avoir modifié la partie Il avec divers hétérocycles, nous avons décidé de modifier le
bicycle imidazolique en faisant varier la position de l'azote pour obtenir des analogues de
imidazo[1,2-a]-N-pyridine (Figure 64). Nous avons envisagé la préparation des produits portant
les bicycles imidazo[1,2-a]-N-pyridine largement retrouvés dans les molécules bioactives, " que

sont les noyaux imidazo[1,2-a]pyrazine 161,°*?* pyrimidine 162, pyridazine 163°® et pyridine
y py py Py P

164 %%

Im|dazopyr|m|d|ne

EL228

N

N N
R N\ (D
N NN
7 = Br
\ n_~2 N H A =
Imldazopyrazme Imldazopyrlmldlne Imidazopyridazine I\ N Imidazopyridine

Br N
O H 0
163 164
Flgure 64 Produits envisagés pour cette série

Les bicycles iodés 167%%"°%% 169°%° et 172?%%%%° ont été préparés suivant les modes
opératoires de la littérature par condensation des cycles aromatiques 165, 168 ou 170 avec le
chloroacétaldéhyde a reflux dans I'éthanol. La réaction d'iodation est réalisée avec du diiode dans
la pyridine ou avec le N-iodosuccinimide dans l'acétonitrile (Schéma 26). Le bicycle iodo-
imidazopyridazine 169 a pu étre préparé de facon séquentielle one-pot. L'halogénation se fait de
facon sélective en position C-3, compte tenu des formes de résonance qui favorise cette position
pour les substitutions électrophiles aromatiques.”®
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\
(2€éq.)
NH, \\\CI [\I|—\> e é?,) ,\/j A
KQN EtOH, 70°C ((N Pyridine, 50 °C, 24 h H/QN |
N N\/we

Quant. 42 % N \/
165

o)
NH \
2 \\\ I\Il’\>\
Sy - Cl(1.5éq.), ACN, 70°C C '
|

N
|
=N 2. NIS (1.4 éq.), 60°C | _N
168 169, 64 %
0

\\\\
@ NaHCO; (2 éq), EtOH, 70°C @ NIS, ACN N I
=

Z Quant. P>

170 171 sur les 2 étapes 172

Schéma 26 - Préparation des bicycles iodés

Les intermédiaires iodés 167, 169 et 172 ont été engagés dans le couplage de Sonogashira
avec |'alcyne 83 (Schéma 27).* Le produit 163 s'est avéré particuliérement peu soluble dans les
solvants organiques utilisés, expliquant le faible rendement en produit isolé.

167 ou 169 ou 172

Br Br R
Pd(PPhy),Cl, (5 mol%), Cul (10 mol%) y
T H/ EtN. THF anhydre, 50°C 7\ H/
Br N Br™ N
H O 83 H O
N N
Br N Br [ N Br N
.y | N>\\\N ) o N>} ) ! | N\ \
gr— | N, \—/ Br N N~ N= Br N\ N, F —
N I H H

O 163,9% O 164,46 %

161, 27 %
Schéma 27 - Préparation des produits 161, 163 et 164 par couplage de Sonogashira

Pour résumer, nous avons préparé pour cette série trois composés présentant le méme bicycle
que le chef de file EL228 en variant la position de I'azote pour les composeés imidazopyrazine 161
et imidazopyridazine 163, et en remplagant cet azote par un CH pour le composé imidazopyridine
164. Seul le produit 162 n'a pu étre préparé di a un probleme d'acces a la 4-aminopyrimidine
175a (Schéma 28). Sa synthése est décrite dans une publication de Linz et a/* & partir du 3-
éthoxyacrylonitrile 173 et de l'acétate de formamidine 174 en présence du méthanolate de
sodium a 75°C. Malgré de nombreux essais en se basant sur le mode opératoire décrit (Tableau
5), nous n‘avons pas été en mesure de préparer le produit 175. Le réactif 173 était retrouvé quasi-
systématiquement apres des temps de réactions allant jusqu’a 55 h de réaction.
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Br N A NH, NHg*
Y =N ! X
A\ H 7 f— | N I fr— SN — EtO/\g + HN/) O/U\
Br™ >N N J | ) CN
162 175b N" 175a 173 174

Schéma 28 - Rétrosynthése du composé 162

Tableau 5 - Conditions de synthése testées pour la préparation de 175a

o) NH,
“ NHg* )J\
EtO + ~ AN N
N HN/) 0 —— |
173 174 N 175
(1 éq.) (2 éq.)
Entrée Conditions
1 NaOMe (1.8 éq.), Isopropanol, 80°C, 28
h
5 NaOMe (2.5 éq.), Isopropanol, 100°C,
26 h
3 NaOMe (2.0 éq.), MeOH anhydre,
80°C, 55 h
4 NaOMe (2.0 éq.), MeOH anhydre,
reflux, 24 h
5 NaOMe (2.0 éq.), Pyridine, 90°C, 16 h
6 DBU (2.0 éq.), Pyridine, 90°C, 24 h

3. Introduction d’'une amine exo-cyclique

a. Syntheses via la formation d’un azoture par substitution d’'un halogéne

Le bicycle d'EL228, présente en position 8 un azote accepteur de liaison hydrogene. De la
méme facon, les composés 161 et 163 présentent cet atome accepteur de liaison hydrogéne en
position 5 et 7, tandis que le composé 164 en est dépourvu. Il nous a semblé intéressant
d'introduire un groupement cette fois-ci donneur de liaison hydrogene sur ces mémes positions.
Ces interactions pourraient avoir leur importance dans I'affinité de l'inhibiteur avec la protéine. Le
remplacement d'un accepteur de liaison H par un donneur peut permettre une augmentation de
I'activité inhibitrice des composés. Nous avons décidé de préparer les composés 179 portant une
fonction amine primaire, elle-méme susceptible d'étre modifiée par acylation.

Une premiere approche a consisté a synthétiser les produits 179 a partir des cycles halogénés
176 correspondants (Schéma 29). Cette approche synthétique repose sur la substitution
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nucléophile aromatique de I'halogéne 177 par I'azoture de sodium puis sur une réduction de

Staudinger pour obtenir les produits de type 179.

voN - N -~ YN - Y7ON
WY =Y %Y %*
X X N, HzN

X =Cl, Br, |
176 Y=CH, N 177 178 179

Schéma 29 - Stratégie de synthése de 179 a partir des cycles halogénés correspondants puis par azidation

Divers noyaux halogénés de type 2-aminopyridine 176a-d, 2-aminopyrimidine 176e et 2-
aminopyridazine 176f ont été cyclisés pour donner les six produits 177a-f avec de trés bons

rendements (Tableau 6).
Tableau 6 - Synthése des produits cyclisés 177a-f

(@)
\
NH, L\ N
A o ALY
Y I}l EtOH, 70°C Y I}l
u/\%Y XU/\%Y
X 176  y_cH N 177
X =Cl, Br
Réactif Produit ¢ Rendement Réactif Produit # Rendement
NH, N NH, N
~N /} Br SN Br /’r\;\>
| P | P 88 % | _ | P Quant.
Br r
176a 177a > 176d 177d **
NH, N—) NH, N’\>
/ /
| SN | p NKN Nl/kN
_ Z Quant. V K% 95 %
Cl Cl Br Br
176b 177b ¢ 176e 177 ¥’
NH, N NH, '\/"\> 98 %
/J\> SN N (Réaction
SN N | [
P P> Quant. _N N dans le n-
cl cl
cl butanol a
176¢ 177¢ 8 “ 25

L'étape suivante est une réaction de substitution nucléophile aromatique (SnAr) sur
I'halogene. Dans la littérature, la conversion d’halogene en amine primaire sur ce type de squelette
se fait dans des conditions drastiques comme I'utilisation d'ammoniaque gazeux, peu commodes
a mettre en place au laboratoire.?*>% C'est pour cette raison que l'approche avec I'azoture de
sodium dans le DMF nous a semblé plus facile & mettre en ceuvre.**>* Malgré les nombreux
essais en variant le solvant de réaction et la température, avec notamment du cuivre ou du
NH,CI,*®> nous n’avons pas réussi a obtenir les produits azidés 178. Les essais ont été menés aussi
bien sur les produits cyclisés 177 que sur les produits de départ 176, sans résultats. L'utilisation
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de différents substrats pour faire varier la réactivité n'a pas permis la formation de I'azoture désiré
et aucune conversion n'a été observée. La présence de groupements électroattracteurs sur le
bicycle semble nécessaire pour améliorer la réactivité.*?

L'approche d'azidation par substitution nucléophile au NaNs; ne nous ayant pas permis
d'accéder aux produits désirés, nous avons souhaité utiliser la réaction d'azidation électrophile
par le tosyl-azide ou son homologue le 2,4,6-triisopropylbenzenesulfonyle azide comme source
de «N3"» aprés échange de I'halogéne par le lithium a I'aide du n7-BuLi.****” De la méme maniére,
les essais n‘ont montré que de la dégradation des produits de départ. Devant ces tentatives
infructueuses, nous avons envisagé d'autres approches pour accéder aux produits souhaités 179.

b. Synthéses a partir des diaminopyridines ou amino-nitropyridines

L'introduction d'une fonction amine n'étant pas aisée sur des cycles de type
aminopyridines a partir des halogénures correspondants, nous nous sommes tournés vers les
réactifs commerciaux possédant une fonction amine ou nitro déja installées. La Figure 65 montre
les trois produits de départ 180-182 correspondants a nos criteres pour synthétiser les
intermédiaires 183-185.

N
183 184 ° 185
Figure 65 - Réactifs commerciaux permettant I'accés aux dérivés portant une amine exo-cyclique

i. Amine en position 8

Le réactif 2,3-diaminopyridine 180 a été cyclisé dans les conditions précédemment utilisées
pour obtenir le bicycle 183.3°% Ensuite, plusieurs essais d'iodation par le N-iodosuccinimide ou
avec le diiode dans la pyridine ont été mis en ceuvre pour obtenir le produit souhaité 186.
Cependant au cours de nos divers tests, les analyses par spectrométrie de masse ont montré la
formation du produit iodé et du produit diiodé. Bien que leur séparation ne flt pas évidente,
I'analyse RMN du produit mono-iodé nous a révélé la formation du produit régioisomere non
désire 187. Ce produit 187 étant cristallin, sa structure a pu étre confirmée par analyse RX. L'amine
non protégée oriente I'iodation de facon régiosélective en o.
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HoN : ° '/\> I p&c')rlijdine |/\>—| 'x
» S EtOH, 70°C_ 1, /N 2, H,oN N H,oN N
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=
J
°
N °
® '/\>
H,N N
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Schéma 30 - Syntheése du produit 187 et structure RX

La régiosélectivité de I'iodation n'étant pas celle désirée, nous avons protégé I'amine sous
forme d'acétamide pour désactiver son effet d'orientation en ortho. Selon la littérature, I'iodation
de 188 se fait de facon sélective et quantitative vers le régioisomére 189> Les essais de
déprotection effectués sur I'intermédiaire iodé 189 en milieu acide trop drastiques entrainent la
perte de I'iode avec la formation de 183 et la régioisomérisation en 187, suite a I'attaque de I'iode
libéré dans le milieu en ortho de I'amine déprotégée /n situ. Nous avons néanmoins engagé le
produit acylé 189 dans le couplage de Sonogashira avec I'alcyne 83 pour obtenir le produit 190,
afin d'apporter de la diversité & cette série avec un amide.*®

] ) N N
le Ac,0 (1.2 éq.) N|/\> NIS (1 69.) leﬂ HCI conc. EtOH @ I%
HoN N DCM N N ACN H N reflux HoN N, HoN N
\ y 95% \‘( \ P Quant. \‘( \ P \ ) \ )
183 o} 188 o] 189 183 | 187

83 (1.3 éq.), Pd(PPh3),Cl, (5 mol%)
Cul (10 mol%), Et3N (3 éq.)
DMF, 50 °C, 15 h

H
Br IN\ N\(
Br/g/j\‘(n // N\j ©
N
H o

Schéma 31 - Préparation du produit acylé 190

Des groupements protecteurs Boc ont été utilisés pour protéger I'amine 183 afin
d'orienter la régiosélectivité de I'iodation du composé 191 (Schéma 32).** Le produit 193 issu du
couplage de Sonogashira a été obtenu avec un bon rendement. Sa déprotection au TFA fournit
le produit déprotégé 194 fut obtenu avec un rendement de 70 %. Aucun produit de type 1,3-
oxazine (comme 146, Schéma 20) n'a été détecté dans le milieu réactionnel.
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N Boc,0 (3.3 éq.) N 83 (2 éq.), Pd(PPhg),Cl, (5 mol%)
|x DMAP (0.1 éq.) N7\, NIS (1.3 éq.) Boc |/\>7I Cul (10 mol%), Et3N (3 éq.)
. Boc | \
HoN N DCM, 2 jours \ N ACN, 24 h /N N DMF, 50 °C, 17 h
\ y ’ \ Boc \ y

N
67 % Boc” p 88 % 66 %
183 191 192
Boq
Br i N N-Boc NH,
) O TFA, DCM 5
H g
Br N \ N _F — 70 %
H

O 193
Schéma 32 - Syntheése du produit 194 via la protectlon au Boc

ii. Amine en position 5

Le produit cyclisé et protégé 195 fut préparé a l'aide de la séquence réactionnelle décrite dans
la littérature & partir de la 2,6-diaminopyridine 182.*"° La réaction d'iodation n'a pas permis
d’'obtenir le produit désiré 196. En effet, malgré I'utilisation de divers agents d’halogénation (NIS,
I, et NBS) dans différentes conditions (Tableau 7), la position d'iodation semble génée par
I'encombrement stérique des deux groupements Boc conduisant a de nombreux produits
secondaires observés en CCM mais pas le produit 196. Le bicycle mono-protégé 197 a alors été
préparé selon la littérature®'* pour n'avoir qu'un seul groupement Boc moins encombrant. Son
iodation a conduit au méme résultat que dans le cas de 187, il semble que I'amine ne soit pas
suffisamment désactivée et oriente aussi l'iodation en ortho, puisque seul le produit 198 a été
isolé. Les problemes de régiosélectivité de l'iodation du produit non protégé et le manque de
réactivité du produit protégé 202 ne nous ont pas permis de poursuivre nos efforts sur le produit
aminé en position 5 185.

o)

\ ,
(2 éq.)
NH, \‘\ N Boc,0 (2.1 éq.) N
cl |/\> Et;N (2.2 &q.) /> |¥I
| SN EtOH, 70°C \ N DMF, t.a., 2 h 30 lodation \ N
Z>NH, 60% Z NH, Quant. Y [\\]

182 185 Boc Boc
NIS(Aeq) D
MeONa, MeOH DMF, t.a. N
Quant. Y% NH \ /" ~NH
to7 B0 198 1| Boc
Schéma 33

Tableau 7 - Conditions d'iodation du produit 196

Agent

Entrée d’halogénation Solvant Conditions
1 NIS (1.1 éq.) DCM t.a., 2 jours
2 NIS (1.2 éq.) ACN ta,4h
3 NIS (1.3 éq.) CHCl; Reflux
4 I(1.1éq) Pyridine ta, 16 h
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5 ) DCM ta, 20 h
AgTFA (1.1 éq.)
6 NBS (1.2 éq.) ACN ta., 16 h
iii. Amine en position 6

Comme la synthese du produit 194 portant I'amine en position 8, nous avons préparé le
produit 202 substitué en position 6 (Schéma 34). Le produit de départ nitré 181 fut d'abord cyclisé
avant d'étre réduit par du chlorure d'étain(ll).****"* L'amine 184 est ensuite protégée avec des
groupements Boc puis iodée de fagon régiosélective. Le couplage de Sonogashira suivie d'une

déprotection au TFA donnent acces au produit 202.
o}

\ e
2 éq. 5 N
NH, — ~— (2¢éa) f\/l \  SnClL.2H,0 (4 éq.) /> Boc,O (3 éq.), EtsN (3 éq.) ! ’\>
\ Cl . HCI conc., EtOH 2ACN ta., 23ours
| N  EtOH, 70°C | N Reflux, 22 h | : | _—
— 93 % = 78 % = 42 %
181 NO, NO, 199 184 NH, BOC/N\BOC
200

1. 83 (2 &q.), Pd(PPhs),Cl, (5 mol%)

'}"\>\ Cul (10'mol%), EtsN (3 éq.)
NIS (1.2 éq.), CHCI3 N DMF, 50 °C, 17 h
Reflux, 2 h | 2. TFA (40 éq.), DCM, t.a., 24 h
=

90 % 1 %

Schéma 34 - Syntheése du dérivé 202

Pour conclure sur cette partie, l'introduction d'une amine exo-cyclique sur le noyau
bicyclique a posé des problemes de réactivité et de sélectivité. Plusieurs approches synthétiques
ont été testées comme la substitution nucléophile aromatique d'un halogéene par un azoture ou
I'utilisation de cycles possédant une amine ou une fonction nitro. En conclusion, nous avons pu
obtenir trois produits avec une amine exocyclique pour les évaluations biologiques (Figure 66).
Les composés 190 et 194 possedent une amine en position 8, libre ou acétylée, et le composé

202 une amine libre en position 6.

O 202
Figure 66 — Produits synthétisés 190, 194 et 202 avec une amine exo-cyclique primaire ou secondaire

4. Introduction de divers substituants sur le noyau imidazo[1,2-a]pyridine

a. Substituants halogénés et méthyles

103



Nous avons préparé une série de composés portant une substitution sur le bicycle
imidazo[1,2-a]pyridine pour en étudier les effets. L'objectif était d'évaluer si ce noyau peut tolérer
des substitutions en termes d'activité biologique afin d'explorer de nouveaux espaces chimiques
sur ses positions. Les résultats de la préparation d'une librairie d'imidazo[1,2-a]pyridines
substituées en utilisant la méme séquence que précédemment sont présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8 - Rendements de synthése des intermédiaires substitués cyclisés puis iodés (205)

)
\

NH,

EtOH, 70°C

(2 éq.)

203a-c, 203g-h, 176b-d

Produit de

départ

Produit

cyclisé Ret

)
| N

=

Br
204a 3 (79 %)

i”?
| /N

204b 3® (Quant.)

204c 3! (Quant.)

N
j®;
o F

177¢ **® (Quant.)

Boc N
EY

Boc” | N
Pz

Br

204e 3% (33 % avec
I'étape de protection)

(k

NIS (1 éq.), ACN (@

204a-c, 204g h, 177b-d

Produit

jodé ~e*

’\’l’\>\|
N
P

Br
205a 31> (93 %)

'71’\>\I

N

205b 3Y7 (79 %)

==
27)
—

205e 39 (97 %)

Produit
de départ

205a -i
Produit Produit
cyclisé *¢" iodé ¢
N
1\
B R
B =
%
& Cl
205f 29 (
177b *¢ t.
(Quant.) %)
N
\
A A~
B e
7
F
F 2059 317 (

204g 37 (90 %)

FoC7 N7

204h 318 (92 %)
Br.

)
oN
=
177d %* (Quant.)

=2

Les intermédiaires iodés nous ont permis d’'obtenir par couplage de Sonogashira avec 83
les produits finaux 206-214 (Schéma 35). Ces neuf nouveaux produits possedent des halogenes
ou des méthyles sur les positions 6, 7 ou 8.
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N
/’\>\I 83 (1.5 éq.), Pd(PPh3),Cl, (5 mol%) /E
N Cul (8-10 mol%), Et3N (2 éq.), DMF, t.a ou 50 °C
| \) ( ), EtaN (2 éq.), Q
R/

P
205 © 206-214
N N N
/E\ \ /E\ \ /E\z:\>7
Br N Br N Br N
7 — VY = VY =/
Ty =, €1y 7 2 Ty
Br N Br N Br N
H O 206 5% H 0O 207,30% H 0 208 23%
N\ N NH, N\
R s
Br N Cl g N Br N
VY =/7 Yz = 7 —
H H
Br >N Br N Br™ N
H 0O 209,20% H 0O 210,59 % avec I'étape de H O 211,31%

déprotection au TFA

N\
o /E Ni_\\> /EC\}C% /[i §
PR
Br

N
H O 212,63 % H O 213,57% H O 214,33%

Schéma 35 - Syntheése des produits 206-214

b. Groupements salifiables par couplage de Buchwald-Hartwig

Nous avons souhaité introduire des groupements salifiables pour améliorer la solubilité en
milieu aqueux. L'idée est d'évaluer si ce type de groupes peut étre bien toléré pour I'activité et s'il
est en mesure d'influer sur les caractéristiques physicochimiques des produits. N'ayant a ce stade
que peu d'informations sur le mode d'action, nous avons décidé d'introduire les groupes
morpholine et pipérazine, qui sont deux noyaux basiques salifiables classiquement utilisés pour

les inhibiteurs de kinases.>?°

Le Schéma 36 présente la voie de synthése permettant I'introduction de la morpholine et de
la pipérazine en position 6 du bicycle imidazo[1,2-a]pyridine. La premiere étape a partir des
composés halogénés 204a et 204g est une réaction de Buchwald-Hartwig catalysée par le
tris(dibenzylidéneacétone)dipalladium en présence de 10 mol% de ligand XPhos.****?* Les
produits de couplage sont ensuite iodés par le N-iodosuccinimide pour obtenir les intermédiaires
216 et 219.°% Finalement, le couplage avec l'alcyne 83 fournit le produit pipérazine protégé 220

qui est déprotégé en milieu acide pour donner le produit désiré 221.

105



Pd,(dba)s (5 mol%)
XPhos (10 mol%)
NaO'Bu (1.5-3 éq.)

N
/‘\> Toluene anhydre
| N 100°C, 4-5h
Pz
(15-3¢q) K

X
X =Br:204a Y=0 Y
X =Cl:204g Y = NBoc

\ NIS(1 eq
<; e

83 (2 éq.), Cul (8-10 mol%)

Pd(PPhs),Cl, ( 4 5 mol%)
EtsN (3 é0.), DMF, 50 °C

C; .

Y=0:215,62% Y=0:216,72%

Y = NBoc : 218

Y = NBoc : 219, 59 % sur deux étapes

H o 221

HCI (4N dioxane)
DCM 0°C puis t.a.

Schéma 36 Synthése des produits 217 et 221

e,

Y=0:217,22%

Y = NBoc : 220 61 %

I:. Y =NH, 221,72 %

Nous avons également tenté de préparer les régioisomeres de 217 et 221 substitués en

position 7. Nous étions surpris de ne pas étre en mesure de coupler les intermédiaires iodés

convenablement substitués en position 7 avec I'alcyne 83. Seuls les réactifs dé-iodés ont été

isolées a I'issue du couplage de Sonogashira. Il serait intéressant de chercher a expliquer la raison

de cet échec, mais nous avons choisi d'orienter nos recherches vers d'autres priorités.

IIl. Evaluation biologique et discussion

1. Criblage primaire et IC5, des composés les plus actifs

Comme dans le chapitre précédent, I'ensemble des vingt-huit nouvelles molécules finales

synthétisées de ce chapitre ont été évaluées a 10 uM et 1 uM sur un panel d'une dizaine de kinases

dont Aurora B. Pour les molécules présentant une activité inhibitrice intéressante a 1 uM sur la

kinase Aurora B, les ICsq ont été déterminées. Les valeurs d'inhibition a 10 et 1 uM sont présentées

dans le Tableau 9. L'intégralité du criblage est disponible en annexe 2.

Tableau 9 - Résultats du criblage primaire sur Aurora B des analogues issus de la modification de la partie II

Produit
% % % %
Br H/ d’inhibition | d’inhibition Produit d’inhibition | d’inhibition
o /N\ N alopuM aluyMm alouM aluMm
H 0

SN ] X
- 11 11 N 3 19

130a 130b

Br E
X

| /\N 42 45 | NG 10 12

130c 130d
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25 18 5 5
140
136
/NH
%ﬁ;§:> 6 10 7 0
141 142
Br, NH , H
N 11 8 ki:%i& 19 28
H I —
. 156
146
5 K
8 N 0 0 %J:N y © 94 88
7N -
= 190
160
‘<J:N>‘\ ﬂ<l[;%:j§NH2 97 92
) 87
N 97 B
161 194
N
I \
N\ \([N \ 63
XJ:N \ 95 83 = 94
N= NH,
163 202
N
N \\ \
| N \([N
‘fijN ) 83 90 z;;ir 77 48
N N
N A\
%gigi:} 86 78 W§EQZ:>—— 73 81
207 208
N NH,
N \\ (
A\
W}LN o 77 85 W§:&C;§ 77 72
- Br
209 210
N N\
\ > \ \(ENQ
— 61 61 — 92 83
Cl F
211 212
N N\ Br
LY LY 10 8
N )—CFs 88 49 B
213 214
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5 G

2HCI
N~> 73 59 N—> 93 81
Q—O Q—NH
217 221
Pour plus de clarté et afin de faciliter la comparaison des activités des produits, les résultats
des pourcentages d'inhibition a 1 yM ont été présentés sous forme d'histogramme pour les six
kinases communes dans la Figure 67. La kinase Aurora B est indiquée par les barres orange. La
Figure 68 représente les ICso qui ont été déterminées pour les composés les plus actifs et les
courbes d'inhibition des produits EL228, 164, 194 et 207 sont présentées sur la Figure 69.
100 — - D e D —
\ - \EE—A\E\J-\W—HLTM“
1 = .
,S/ -
60 1\'/'/
3ol[
0 . | / AuroraB
N EL228 d Haspin
\(EN?;) > . ‘ o . CDK9

CDKS
\X:Q = — coK2
S
= 74 QI H 1 N 190 /
) XTNN \([N?}\([N\ \ N\ Nene 194 202
N= N\ \([ N\ zI N\
= ”S\IN@
NH,
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Figure 67 - Histogrammes des pourcentages d'inhibition a 1 uM sur Aurora B et cinq autres kinases évaluées
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Figure 68 - ICs, des composés les plus actifs en nM sur Aurora B. Pour des raisons d’échelle ; la valeur d'ICs,
d’EL228 est plafonnée a 1000 mais I'IC5, réelle est de 5000 nM
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Figure 69 - Courbes d'inhibition d’Aurora B des produits EL228, 164, 194 et 207

2. Interprétation des résultats

L'introduction d’hétérocycles de type pyridine avec 130a-d, imidazole avec 136, thiophene
avec 140, benzothiophéne avec 141 et indole avec 142 n'ont pas permis d'améliorer l'activité
(Figure 67). En revanche, ces hétérocycles montrent des activités inhibitrices sur d'autres kinases
comme Pim1 ou CDK2.

Les bicycles de types imidazo[1,2-a]pyridine possédant un azote endo-cyclique en position 7
et 5 se sont avérés bien plus actifs que EL228 dont I'azote est en position 8 (Figure 67). Le simple
déplacement de cet azote de la position 8 a la position 7 avec le composé 161 a permis de passer
d'une ICso de 5 uM a 0.185 uM soit 27 fois plus actif (Figure 68). De la méme facon, le composé
imidazol[1,2-a]pyridazine 163 possede une ICs, de 0.353 uM, soit une activité 14 fois meilleure. Le
produit imidazo[1,2-a]pyridine 164, ne possédant pas ce troisieme azote, est le plus actif des trois
entre 161, 163 et 164, avec une ICso de 47 nM, soit 106 fois plus actif. Le remplacement d'un azote
par un carbone dans le cycle aromatique a six chainons a plusieurs impacts, notamment sur la
distribution électronique et sur la lipophilie qui est augmentée.*** Ce résultat nous suggére que
la présence d'un azote accepteur de liaison hydrogene sur le cycle n'est pas le plus favorable. Les
produits 190 et 194 possédant des azotes exo-cycliques présentent des activités avec des ICs, de
87 nM et 34 nM respectivement, soit un gain de 150 par rapport a EL228. Ceci indique que
I'introduction d'un groupement pouvant étre donneur de liaison hydrogene est largement
bénéfique a l'interaction entre la kinase et I'inhibiteur. Néanmoins, le produit 202 qui possede
également une amine primaire en position 6 n'est pas aussi actif, avec une ICs, de 709 nM. La
position idéale semble donc étre la position 8 pour avoir la meilleure activité. Le produit 214
bromé en position 8 vient appuyer notre hypothese, puisque I'utilisation d'un atome de brome a
la place de I'amine fait completement chuter I'activité sur Aurora B.
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A ce stade nous n'avons pas d'information quant au site d'interaction de nos inhibiteurs avec
Aurora B, nous pouvons penser que cette amélioration de l'activité inhibitrice est due a la
séquence accepteur et donneur de liaison hydrogene classique, que I'on retrouve dans les
inhibiteurs ATP-compétitif de kinase (Figure 70). En effet, ce motif mime les interactions de
I'adénine de I'ATP au niveau de la charniére de la kinase.?® Il est également intéressant de noter
que le composé azaindolique 156 qui présente cet enchainement accepteur — donneur de liaison
hydrogéne mais dans l'ordre inverse de 194 (Figure 67) n'est que tres peu actif sur Aurora B. Le
positionnement de ces éléments s'avere étre optimal chez le composé 194.

pe
HN™ O
o e

HN™ O

b

Figure 70 - Interactions au niveau du site actif de I'ATP des kinases ; D = donneur de liaison hydrogéne, A =
accepteur de liaison hydrogéne

Concernant les différentes substitutions du noyau imidazo[l,2-a]pyridine, hormis les
composés 214, 206 et 213, tous les produits imidazo[1,2-a]pyridines substitués sont plus actifs
gqu’EL228. Les moins bonnes activités des composés 206 (brome en position 6) et 213 (CF; en
position 7) suggerent que ces substitutions sont trop encombrantes pour maximiser l'affinité
kinase-inhibiteur. Le groupe CF; est équivalent & un groupe isopropyle en termes de taille.**
Malgré I'atome de brome en position 6, le produit 210 est tres actif (ICso de 7 nM) ce qui peut
étre expliqué par la présence du NH, qui jouerait un réle clé dans l'interaction avec Aurora B. En
s'intéressant de plus pres aux valeurs d'ICsq (Figure 68), on constate que les groupements les mieux
tolérés sont les substituants de types chlore et fluor en position 6 et 7 (212, 207, 208 et 209) qui
sont des groupes électroattracteurs inductifs -I et mésomeres donneurs +M, ce qui peut
augmenter l'acidité du proton en position 8 et donc favoriser la liaison hydrogene. Les
substitutions par un méthyle qui est groupe électrodonneur inductif +I sont également tres bien

tolérées, les activités étant trés bonnes pour ces composés.’®

Malgré leur plus grande taille, les
produits substitués par des groupes morpholine et pipérazine 217 et 221 sont tout de méme

actifs avec des ICsy de 478 et 450 nM respectivement.

Concernant la sélectivité, les molécules sont globalement sélectives puisque les quelques
autres kinases inhibées ne le sont que de I'ordre du pM. Ces kinases étant impliquées dans la
division cellulaire, les effets sur ces différentes kinases peuvent étre synergiques dans le cadre de
molécules a visée anticancéreuse.

Le produit 1,3-oxazine 146 issu de la cyclisation non désirée a été également testé, mais n'a
montré aucune activité sur Aurora B. Néanmoins, il s'est révélé actif sur les kinases CDK9/Cyclin T
et CLK1 avec des ICs, respectives de 5.7 et 4.6 uM, et cela peut constituer une nouvelle piste de
recherche. De plus, ce linker pourrait étre utilisé en introduisant sur la partie Il un bicycle identifié
comme parmi les plus actifs comme l'imidazopyridine.
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IV. Combinaison d'hétérocycles des parties I et II

1. Combinaison des hétérocycles 137-139 avec 85a-d

a. Syntheses

Afin de diversifier nos composés et de Vvérifier diverses combinaisons des parties I et II reliées
par un alcyne, nous avons préparés plusieurs analogues combinant des nouveaux hétérocycles
sur les parties I et I simultanément. Une premiére série utilise les acides carboxyliques 85a-d pour
préparer les produits 223a-d, 224a-d et 225a-d avec les hétérocycles halogénés 137-139. La voie
de synthése générale est présentée en Schéma 37, les produits de départ 85a-d ont été utilisés
pour acyler la propargylamine en 222a-d puis engagés dans un couplage de Sonogashira. Nous
avons ainsi obtenu douze nouveaux produits 223a-d, 224a-d et 225a-d.

R

H )7 2

R1ﬁ\/OH H,oN \/// _aoub _ R \(\/N/ _° . R1 H/
o

222a-d
223a-d, 224a-d, 225a-d

85a-d
U\/ : b 1_S _ HN /; ,

222a, 86 % 222c, 83 % 222b,95%  222d, 98'%

(a) T3P (2 éq.), EtOAc: Pyridine (2:1), 0°C puis t.a.; (b) EDC.HCI (1.5 éq), HOBt (1.5 éq.), DIPEA (4 éq.), DCM anhydre;
(c) Ro-l (1-1.5 éq.), Pd(PPhj3),Cl, (5 mol% Cul (10 mol%) Et3N (2-3 éq.), THF anhydre ta.,17-24h

O 223a,22% o 223b, 67 % N O 223c, 58 % O 223d,43 %
o 224a, 16 % o 224b,7 % O 224c, 46 % O 224d,26 %
O 225a, 43 % O 225b, 52 % O 225c, 63 % O 225d, 46 %

Schéma 37 - Synthéses des produits combinés 223a-d, 224a-d et 225a-d

Une seconde série a combiné les alcynes pyrroliques 121, 125, 126 et indolique 222c avec
les hétérocycles bicycliques 167, 169, 172 et 192 dans un couplage de Sonogashira pour obtenir
les huit nouveaux composés 226-233 (Schéma 38). Les produits portant une amine protégée en
position 8 ont été déprotégé avec du TFA dans le dichlorométhane. Au cours de la réaction de
synthése de 226, le produit 226a qui résulte de I'homocouplage de Glaser de l'alcyne 121 a été
isolé a hauteur de 46 % (Figure 71). Cette réaction compétitive a la réaction de Sonogashira est
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tres probablement due a la présence de dioxygene dans le milieu réactionnel, soulignant
l'importance du dégazage a l'argon des solvants utilisés pour les couplages de Sonogashira.”®

%n/\ /[D ij/t

NH

227, 32 % aprés déprotection
Ho 0 226, 56 % au TFA dans le DCM

N NH,
o | D /[Né
. K7 IH 7 =

Br 9 229, 34 % aprés déprotection
S Pd(PPh3),Cl, (2-5 mol%) p p
O 125 Cul (4-10 mol%, Et3N (2-3 éq.) O 228,66 % au TFA dans le DCM
> DMF anhydre, 50 °C <

N /Dmfb

oo e e I
/Z—MH\// \N Boc/N\{/N

Br o & ou 231, 33 % aprés déprotection
O 126 172, 1 éq. 192, 1 éq. O 230, 34 % au TFA dans le DCM
N N
KM }' dw\ ! | \>ﬁ \>}
| ou | |
%n 2| A yyas QH
N 167 169 N N

O 233,19%

o} 222cJ K H 0 232,88%

Schéma 38 - Préparation des composés 226-233

N
226a, 43 %
Figure 71 - Prodmt de I'homocouplage de Glaser 226a

b. Activités biologiques

Les douze produits issus de la premiere série des combinaisons des deux parties I et Il ont été
évalués sur les mémes panels de kinases. C'est sans surprise qu'ils n'ont montré aucune activité
vis-a-vis des kinases Aurora B, Haspine, CDK2, CDK5, CDK9, CK1e, GSK3, Pim1 et Dyrk1A, puisque
ces hétérocycles n'avaient déja pas présenté d'activité séparément lors des précédents criblages.

Concernant les huit autres produits issus de la deuxieme série, les bicycles de la partie I utilisés
sont ceux parmi les plus actifs. Bien que homologues avec le bicycle imidazo[1,2-a]pyrimidine
(99¢, 122, 127 et 128) n'aient montré aucune activité, les produits 226-233 se sont avérés actifs
sur Aurora B (Figure 72 et Tableau 10). Une nouvelle fois, le bicycle imidazo[1,2-a]pyridine
substitué par une amine en position 8 se montre le plus actif. Malgré l'introduction de cette amine,
le composé diméthylé 227 (ICso = 1.0 uM) ne montre pas une amélioration suffisante par rapport
au hit EL228 (ICsp = 5 uM) et encore moins vis-a-vis de son homologue dibromé (ICso = 34 nM). I
en est de méme pour les produits 4,5-dibromothiophénes 228 et 229 et indoliques 232 (Figure
72 et Tableau 10) 233. Bien que les deux analogues 230 et 231 portant I'hétérocycle 4,5-
dibromofurane soient les plus actifs de cette série, ils confirment également que le 4,5-
dibromopyrrole est le plus actif. Le criblage des produits 229 et 230 montre une moins bonne
sélectivité pour Aurora B, notamment avec Pim1 et CDKO.
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Tableau 10 - Résultats du criblage primaire et IC5, des produits 226-233 sur Aurora B

% d’inhibition % d’inhibition
. X ICso . ; ICso
Produit alouMet1l M) Produit alopMet1l M)
M (u M (n
N\ NH,
/[ “D /E 5
)@\(H 7 71 29 21 Qj\'( 72 38 1.0
N o
O el
b\w /E 28 12 >10 I)\W /E 71 13 | 259
O ol
l_)\w /E 88 69 0.34 IH /E 87 64 | 052
| \>j N\
wo oo N
90 55 0.83 SN N= 90 57 1.39

S &=
70 o }—\ —
)

20

10 / Aurora B
Haspine
CDK9

CDK5

CDK2

Figure 72 - Activité et sélectivité des inhibiteurs 226-233 a 1 yM
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2. Utilisation des pyrroles dichlorés et diiodés

a. Syntheses

Lors du précédent chapitre nous avons constaté que les pyrroles dichloré 109 et diodé 110
présentaient une activité tout a fait comparable a EL228. Bien que le pyrrole 4,5-dibromé ait été
choisi pour la préparation des produits de modulation de la partie II, nous avons Vérifié s'il était
effectivement bien le groupement le plus adapté. Les alcynes 106 et 108%" ont été ainsi couplés
avec trois des hétérocycles les plus actifs, le 3-iodoimidazo[l,2-a]pyrazine 167, 3-
iodoimidazo[1,2-a]pyridine 172 et di- tert-butyl(3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)carbamate 192
(Schéma 39). Les produits 234-239 ont été obtenus avec des rendements allant de 33 a 66 % et
25 a 41 % sur deux étapes pour les produits portant une amine en position 8, déprotégés avec du
TFA.

X X
) 167/1721192, Pd(PPh),Cl, (3-5 mol %), Cul (6-8 mol %) Y H R
X | H/ Et;N (2 éq.), DMF ou THF anhydre, t.a. ou 60 °C, 17-24h X \ | N/
N N N7 Boc N H
le) | I / I N //\>\I (0]
N N Boc” N 234-239
X =Cl: 106 N \/ | |
X=1:108 167 ou 172 ou Z 192
N Cl N Cl N
cl I \>\\ N\ 7y NH:
7\ H NN 7\ H N\ 7\ H N\
cl Z N Cl Z cl Y
’@YN =3 e N N 4 — N N 7 —
H H H
O 234,66% O 23537% O 236, 25 % sur deux

étapes aprés déprotection au TFA

| N | N | N N
I\>\\\ [N [ 2
| /H\ N = NQN I’%\P\Wﬂ = N\\ |ﬂ(ﬂ = N\j
H

O 237,64% O 238,33% O 239,41 % sur deux
étapes apres déprotection au TFA

Schéma 39 - Préparation des produits 234-239 portant les pyrroles dichlorés et diiodé avec les hétérocycles les
plus actifs identifiés précédemment

b. Activités biologiques

La Figure 73 présente les pourcentages d'inhibition des six produits 234-239. Ce graphe nous
indique que les composés qui étaient actifs avec le 4,5-dibromopyrrole le sont aussi lorsque les
halogenes du pyrrole sont remplacées par les chlores ou les iodes. Une faible activité est aussi
détectée pour la kinase Haspine avec une sélectivité S = 0.33 pour 236 et 0.41 pour 237, mais la
sélectivité reste globalement bonne.

115



—
/" Aurora B

Haspin
CDK9

Figure 73 - % d’inhibition a 1 pM des produits 234-239 sur six kinases du panel

Le Tableau 11 nous permet de comparer les ICso des produits ou chaque colonne
correspond a un hétérocycle de la partie II fixé. Pour le noyau imidazo[1,2-a]pyrazine, le pyrrole
4,5-dibromé 161 est presque quatre fois meilleur que son homologue dichloré 234 et deux fois
plus actif que le composé diiodé 237. On retrouve ces ordres de grandeur pour les noyaux
imidazo[1,2-a]pyridine et 8-amino-imidazo[1,2-a]pyridine. Le pyrrole 4,5-dibromé se montre a
chaque fois supérieur quant a l'activité inhibitrice, tandis que les pyrroles 4,5-chlorés sont
alternativement soit moins actifs soit plus actifs que les pyrroles 4,5-diiodés. Néanmoins notre
choix du pyrrole 4,5-dibromé est bien confirmé. Il sera ainsi maintenu pour les autres
pharmacomodulations.
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Tableau 11 — Comparaison des ICs, sur Aurora B des différents pyrroles halogénés selon les noyaux bicycliques
de la partie II

IC IC IC
Produit (nhj(IJ) Produit (nI:I(I)) Produit (nl\sltl))
Br N Br N Br N
) /[\\5 /[\\jNHZ
7 0 4 \ 4 \
Brjuj\(“ Z N 190 BJHEYH S BM}HEWH 7 34
(0] (¢] o
Cl N cl N NH
) /[5
4 \ 4 \
D JopD ST,
o} N o
234 236
| N | N
s /5 Py
2 NN a 7\ H N\
'ﬂ)jﬁ( 7t %0 JNjY 140 'ﬂ)ujﬁ(” 7 = 130
o) o)

V. Conclusion

A l'issue de ce troisiéme chapitre qui visait & modifier la partie I du hit initial EL228, nous
avons préparé cinquante-quatre analogues. Concernant I'espace chimique, des hétérocycles a
cing ou six chainons de natures différentes ont été introduits. On retrouve par exemple des cycles
de type pyridine, thiophéne, imidazole ou indole. De plus, dix-neuf de ces produits présentent un
bicycle imidazo[1,2-a]N-pyridine. Ils different par la présence d'un troisieme azote en positions 5,
7 ou 8 ou de substituants sur la partie pyridine. Vingt molécules résultent de la combinaison de
différentes parties I et II. Enfin, six composés ont été préparés en utilisant les hétérocycles
identifiés comme les plus actifs (décrits dans ce chapitre) combinés avec les pyrroles portant les
atomes d'iode et de chlore (décrits dans le chapitre II précédent). Ceci nous a permis de comparer
I'influence des différents halogénes sur le pyrrole.

Pour les syntheses, nous avons rencontré plusieurs difficultés, notamment lors des étapes de
déprotection. La déprotection du produit 158 7-azaindole protégé par un groupement Boc n’'a
fourni que des produits de dégradation. Ce probleme a pu étre contourné par I'utilisation du
groupement protecteur benzenesulfonamide qui a été déprotégé plus aisément par le TBAF,
conduisant au produit souhaité 156. C'est également au cours d'une étape de déprotection, que
nous avons abouti au produit 146, résultant d'une cyclisation intramoléculaire. Ce squelette
original n'a pas montré d'activité lors du criblage sur la kinase Aurora B.

Certains produits (Figure 74) n‘ont pas pu étre synthétisés comme le produit pyrimidin-4-

amine 175a ou les bicycles azoturés 178. Le produit 196 présentant une amine primaire en
position 5 n'a pu étre préparé di a I'encombrement stérique entre I'amine protégée et le site

117



d'iodation. Enfin, les groupements salifiables basiques morpholine et pipérazine n'ont pu étre
introduits qu’en position 6, la position 7 ayant présenté des difficultés de synthese (232).

NH,
SN Y \/[DM
- MY Q J—H

Bo

N N3
C

Figure 74 - Produits qui n'ont pas pu étre synthétisés au cours de ce chapltre

Parmi les cinquante-quatre produits synthétisés dans ce chapitre, vingt-neuf composés se
sont avérés plus actifs que le hit EL228 avec des ICs allant de 2590 a 34 nM. Les trois meilleurs
composés sont les produits 194 (ICs, = 34 nM), 207 (ICso = 40 nM) et 208 (ICso = 36 nM), et sont
pres de cent-cinquante fois plus actifs que EL228.

Ainsi concernant les relations de structure-activité (Figure 75), les hétérocycles de la partie II
qui donnent les meilleures activités parmi ceux testés sont de de type imidazo[1,2-a]pyridine. Le
déplacement de l'azote de la position 8 aux positions 5 dans 163, 7 dans 161 ou son
remplacement par un CH dans 164 ont conduit a des produits parmi les plus actifs. Le meilleur
composé 194 a été obtenu en introduisant en position 8 un élément accepteur et donneur de
liaison H au moyen d'une amine aromatique exo-cylique. Ce composé présente une ICs, de 34
nM sur Aurora B et une bonne sélectivité. Les positions 6 et 7 tolerent également bien des
substituants. L'ajout d'un méthyle sur ces positions nous a donné acces aux produits 208 et 209
qui sont parmi les trois plus actifs. L'introduction de chlore et de fluor est également compatible
avec le maintien de l'inhibition enzymatique. Pour finir, nous avons démontré que le 4,5-
dibromopyrrole est I'hétérocycle le plus actif par rapport a ses homologues dichlorés et diiodés.

Bicycle essentiel

Atomes de brome

les plus actifs Donneur de liaison hydrogene

plus favorable en position 8
Br

4 H
5 \ N
\ Substitutions

: o tolérées sur les
EL228 position 6 et 7

ICs5q (Aurora B) = 5 yM
Figure 75 - Bilan de la SAR du chapitre III
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Chapitre IV - Pharmacomodulations de la partie III

[. Introduction

Le linker qui lie les parties I (4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamide) et II (imidazo[1,2-
a]pyrimidine) est un élément important de la structure du hit qui nous a semblé pertinent de
modifier pour en mesurer les conséquences sur l'activité inhibitrice (Figure 76). En effet, il est
responsable de I'angle et de la distance qui sépare les parties I et Il qui interagissent avec la kinase.
Il joue un réle majeur par sa flexibilité dans la forme de la molécule lors de ses interactions avec
les récepteurs biologiques.

D-autres bicycles
. N seront également z‘estﬁ
Partie Ill 2 DY N
3 N\ \ >

Br y N, e > Br N
H
/ \ N — / \ N

H

N
H O EL228
ICs5q (Aurora B) = 5 yM

O 240
Figure 76

Dans ce chapitre, I'introduction de linkers alcene, aliphatique, aromatique et triazole sera
présentée. La derniere partie portera sur les activités inhibitrices des composés pour chacun des
linkers préparés. Les chapitres précédents ont permis de mettre en évidence que la partie I la plus
active était le 4,5-dibromo-1H-pyrrole et plusieurs hétérocycles de type imidazo[1,2-a]N-pyridine
pour la partie II. C'est pour cette raison que le le 4,5-dibromo-1H-pyrrole a été combiné avec
plusieurs hétérocycles de la partie II, pour chaque linker.

II. Syntheses des analogues

1. Linker alcene

Le linker alcéne présente une flexibilité différente de I'alcyne qui est plus rigide, et modifie
également I'angle entre les deux parties I et IL. Les linkers alcyne et alcene sont superposés sur la
Figure 77 afin de visualiser I'effet induit par la modification du linker alcyne en alcéne.

N

Br \/Q—N

NN
. W AN =
N —
H 0o
Figure 77 - Superposition des produits alcyne EL228 et alcéne

Br

Plusieurs voies de synthése ont été envisagées pour la préparation des dérivés alcéniques
de type 240a (Figure 78). Les couplages de Heck et de Suzuki-Miyaura ont été envisagés pour la
préparation de cette série. Pour le couplage de Heck, il peut intervenir lors de la derniere étape a
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partir de I'alcene préparé 241 (voie A, Figure 78) ou bien lors de la premiere étape avec I'allylamine
243 et 245 (voie B, Figure 78). Enfin, le couplage de Suzuki (voie C, Figure 78) met en jeu le
composé 245 et |'ester boronique 91, intermédiaire clé pour le couplage qui est synthétisé a partir
de la propargylamine et du pinacolborane. Finalement, I'acylation entre I'alcene 244 et le pyrrole
81 conduit au produit souhaité 240a.

Br H N\> Br
A I\ N~ |/[N T\

Br Br N

N COly N F

(0]
243

241 245 g1 O
Voie couplage de Heck Br ‘ N\> N
A\
B N B /N\(CCIG ﬁ/[NQ /[ )
7 HJJ,\? — & N N s BN N
Br— N 81 244 243 245
H 0o 240a

Br N N
Voi | de Suzuki c ]\ CCl \/\/[ \> C:)J% /[N\>Q
'oie couplage de Suzuki 3 SN N
plag — g H H,N HZNM\/B‘O |
(o}
81 244 91 245

Figure 78 - Rétrosynthéses des dérivés alcéniques de type 240a
a. Par le couplage de Heck

i. VoieA

L'allylamine commerciale 243 est acylée avec le trichloroacétylpyrrole 81 a température

ambiante avec un trés bon rendement de 92 % (Schéma 40).3%

8 243 _ B
r HN > (48q) ’
Br N o Br N
H O 92 % H O
81 241

Schéma 40 - Couplage peptidique entre I'allylamine 243 et le pyrrole 81

Nous avons ensuite engagé l'intermédiaire 241 dans le couplage de Heck selon les
conditions récapitulées dans le Tableau 12. Les catalyseurs Pd(PPhs),Cl, et Pd(OAc), ont été utilisés
a hauteur de 5 mol% en présence de base dans le DMF & 80 °C. Avec la triphénylphosphine®”’
(entrée 2), aucun produit n'a été détecté. Apres 17 h de réaction, le produit de départ 241 est
toujours présent et le produit 246 n'a pu étre détecté. Avec du Pd(PPhs),Cl, et la triéthylamine
(entrée 3), seuls I'alcene 241 et le produit dé-iodé 78 ont été isolés.
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Tableau 12 - Conditions du couplage de Heck par la voie A

k%

[
) i \H‘
7\ H\/§ 79 (1 éq.)
Br N
H o
241
Entrée Conditions Résultat
Pd(PPh;),Cl; (5 mol%) NaOAc.3H,0 (3 éq.), Formation de nombreux produits
DMF, 80 °C, 15 h secondaires majoritaires
5 Pd(OAc);, (5 mol%), PPh; (10 mol%), EtsN Formation de nombreux produits
(3 ég.), DMF, 80 °C, 15 h secondaires majoritaires
3 Pd(PPhs3),Cl; (5 mol%), Et;N (3 éq.), DMF, 80 Alcéne 241 et imidazo[1,2-

°C, 17 h a]pyrimidine 78 isolés uniquement

Nous avons alors envisagé d'échanger les partenaires de couplage en effectuant le couplage
de Heck entre I'allylamine 243 et le réactif 79 (voie B).

ii. VoieB

Un premier essai de couplage entre |'allylamine 243 non protégée et 79 n'a conduit a la
formation d'aucun produit, seul le dérivé iodé 79 est isolé apres deux jours de réaction (Schéma
41). L'allylamine a ainsi été protégée par deux groupements Boc,**® puis engagée dans le couplage
de Heck avec le catalyseur tris(dibenzylidéne acétone)dipalladium (0).>****° Seuls I'alcéne protégé
248 et le réactif dé-iodé 78 ont été isolés a I'issue de cette réaction.

' N
NN PA(OAC), (5 mol%), EtsN (2 éq.) \
)L}' ~F DMF, 100°C, 2 jours HaN Y | N>\N
N\\\) HN" ™13 ¢q) Q
7 19 243 247

79 (1 éq.) N N
Boc,O (3 éq.) Pd,(dba)z (3 mol%) |x
DMAP (0.2 ég), ACN EOC EtN (5 &q.) Boc %i,?"\‘ N)\N
_~NH, ta.puis50°C,22h -~ _N.; ~  IPA80°C,24h Boc” \\) \\)
243 93 % 248
Schéma 41 - Couplage de Heck par la voie B

L'approche synthétique par le couplage de Heck ne nous permettant pas d'accéder aux
dérivés, nous nous sommes tournés vers le couplage de Suzuki.

b. Par le couplage de Suzuki-Miyaura : voie C

i.  Par réaction d’hydroboration
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Le 9-borabicyclo[3.3.1]nonane (9-BBN) a tout d'abord été utilisé avec la propargylamine

31 Malgré la disparition

protégée 250 dans le THF anhydre selon les conditions de la littérature.
du produit de départ observée en CCM, aucun nouveau produit n'a pu étre isolé a I'issue de cette
réaction. Nous avons également essayé avec I'alcyne 83, sans succes. Ce réactif de borylation ne
nous sembla donc pas étre le plus adapté, du fait de son encombrement notamment. Nous avons

utilisé le pinacolborane pour former I'ester boronique 253 mais sans résultat.

5 9-BBN (1.5 éq.)
.Boc THF anhydre, t.a., 3 h B
///N BBN/\/\N, oC

Boc

250 251 Boc
/ 9-BBN (2 éq.) Br B
THF anhydre ta.,21h H
/Z—l\« B / ) N\N
r

THF anhydre

H . . 0
g-0 t.a. puis 40 °C, 2 B
P 3% p | >§T§ o
(2éq.) 253

Schéma 42 - Syntheses par hydroborylation

ii.  Par réaction d’'hydrozirconation-hydroboration

L'hydroboration de la propargylamine protégée 250 n'ayant pas aboutie a I'ester boronique
souhaité 253, nous avons envisagé un acces par une réaction d'hydroboration catalysée au
zirconium. Cette approche est décrite pour étre efficace et sélective®? La réaction
d’'hydrozirconation est classiquement réalisée avec le réactif de Schwartz Cp,ZrHCI qui est un
metallocene du zirconium. Il s'agit d'une addition-1,2 de la liaison Zr-hydrure sur la triple liaison

33 L'insertion se fait

C=C pour donner un complexe ¢ alcénylzirconocene (Figure 79).
généralement en position terminale et en trans du groupement R pour des raisons de géne
stérique entre le cyclopentadiéene et le groupe R. La seconde étape est une transmétallation entre
le zirconium et le dérivé de bore pour conduire a |'ester boronique. Les quantités en réactif de

Schwartz sont catalytiques puisque I'espéce est régénérée en fin de cycle.®*

H I,ZV‘C| e — R
° ‘%;R @ o
B
o H

Insertion

4 i H
Transmétallation
Q 4/27R
O < CIH
H_B\ Q

Figure 79 - Cycle catalytique de la séquence hydrozirconation — hydroboration
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La propargylamine 254 protégée avec un groupement Boc a été utilisée pour la réaction
d’'hydroboration catalysée au zirconium en présence de 0.25 équivalents du réactif de Schwartz.
Le produit de la réaction 255 a pu étre obtenu avec un bon rendement de 73 %.%*>*’ La méme
réaction a été effectuée avec la propargylamine protégée par deux groupements Boc 97 avec un
rendement plus faible de 54 %. L'intermédiaire clé 255 a ensuite été mis en réaction avec les
différents hétérocycles iodés 79, 167 et 169 dans un couplage de Suzuki pour conduire aux
alcenes 256a-c avec des rendements moyens a bons. Finalement, les amines 256a-c sont
déprotégées en conditions acides puis couplées avec le trichloroacétylpyrrole 81 dans le DMF.**®
A l'issue de cette voie de synthese, nous avons obtenu les trois composés 257, 258 et 259, avec

respectivement les noyaux imidazo[l,2-a]pyrimidine, imidazo[l,2-a]pyrazine et imidazo[l,2-

a]pyridazine.
0
DMI?:SZ(O ém ?qtgcm H-B; Cp,oZrHCI (0.25 éq.)
(0.2¢éq.), L o EtsN (0.25 éq.) o. .Boc
///\NHQ 0°C puis t.a., 2.5 jours ///\N*BOC (1.56q)  THF anhydre, 40°C, 48 h E,B/\/\H
82 " 73 % © 255
254 °
79/167/169 (1 éq) ) Br
Pd(PPhs), (5 mol%), K,CO3 2M (1.8 €q.) y ';102 142‘ (fggl\‘}lg’ 13:'35hh
Dioxane, 80°C, 22-24 h AN~y -BoC 9., OV s— || H
RN N N~ R
H o

R = imidazopyrimidine : 256a, 55 %

R = imidazopyrazine : 256b, 47 % 257259

R = imidazopyridazine : 256¢, Quant.

Br Br Br
7\ H | N>\ 4 7\ H | \
N H N
Br \/\/[ N B \ v\/[ Br \/\/E
N N~ v N N~ N>\\\N N N N
. = H o) \—/ O N=
257,42 % 258, 51 % 259, 37 %

Schéma 43 - Synthese des produits avec un alcéne 257-259

2. Linker aromatique

Des linkers aromatiques benzéniques de trois types différents ont été introduits (Figure 80):
- Phényle méta-substitué, connexion au noyau bicyclique en position 2 pour 240b
- Phényle méta-substitué, connexion au noyau bicyclique en position 3 pour 240c
- Phényle para-substitué, connexion au noyau bicyclique en position 3 pour 240d

Sur la Figure 80, les structures planes des molécules envisagées 240b-d sont superposées a
celle de I'alcyne EL228. Ceci nous montre que pour la série 240b, les parties I et Il sont séparées
du méme nombre d'atomes que pour EL228, mais la connexion au bicycle se faisant en position
2 et non en position habituelle 3, I'orientation est différente. L'angle entre les deux parties ici est
fortement impacté. Pour la série 240c, les deux produits sont quasiment superposés, mais la
rigidité et I'encombrement du phényle pourraient moduler I'affinité du produit vis-a-vis de la cible
biologique. Par ailleurs, le cycle aromatique est susceptible d'établir des interactions de type -
stacking, ce qui peut, améliorer I'affinité ou a l'inverse la déstabiliser. La derniére série de type
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240d présente une orientation et un angle complétement différents par la substitution en para
du cycle aromatique.

, N /)
N N
Br 1] 3N>7N\> Br. \ '17 Br. 3\ N\> Br. y
MH D M\«H : MH O Bﬂj{rﬂ O
Br Br N Br N r N
” S H o H o H o B bi
EL228 N

240b 240¢ 240d

IC50 (Aurora B) = 5 uM N

= Br N Br [ >
Br, Ny ’\}>\N / N \
= \
— N
N "o © Ve

)
Figure 80 - Structure des produits cibles 240b-240d '

La synthése des produits de la série 240b (voie B, Figure 81) consiste a réaliser la cyclisation
du noyau 2-aminopyridine 242 avec la 2-bromo-3’-aminoacétophénone 94 dont le précurseur
commercial est nitré (Figure 81). Ceci permet d'introduire une substitution en position 2 du
bicycle. L'aniline résultante est ensuite couplée avec le 4,5-dibromopyrrole 81. Pour les séries 240c
et 240d (voie C et D, Figure 81), I'introduction du cycle aromatique se fait par un couplage de
Suzuki-Miyaura entre les bicycles iodés de type 245 et les acides boroniques 261 et 262, méta et
para substitués par une amine, qui est ensuite acylé a 81.

)
i
N
B
:Br

Br
B
r 9y \ Br NH,
! N 2
Br N\ / N\ CCly  H,N 0 CN
N
H o) N 5
94 242

240b 81
N
N
Br 3\ > Br N
i/ \ H N H,N B(OH) B
Br /7 \_ ccly 2 2
H c Br— Ny N
0 — H o)
240c 81 261 245
Br
Br
B N N
Br oy 7\ ccls 2
H o 3 P D Br—>y N
N p—— H 0 B(OH)2
240d 81 262 245

Figure 81 - Rétrosynthéses envisagées pour les différentes séries 240b-d

a. Préparation des composés de la série b
i.  Préparations des anilines
Les composés 77 et 168 ont été cyclisés avec la 2-bromo-3'-nitroacétophénone 263 dans

I'éthanol a reflux (Schéma 44).3**3*! La fonction nitro des intermédiaires 264 et 265 a ensuite été
réduite avec du chlorure d'étain (II) en milieu acide pour conduire aux anilines 266 et 267.3%
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N N NH,
Ay N—C | NOe N |
N & N

o) X _ SnCl,.2H,0 (4 éq.) — .
Br 77 264,71 % EtOH:HCI (4:1) 266, 62 %
EtOH, reflux Reflux, 4 - 18 h

18-23h
NO, Z>N

263 (1.5 éq.) N, 265, 41 % ' 267,78 %

Schéma 44 - Préparation des anilines 266 et 267

La méme voie de synthese a été mise en ceuvre avec la 2-amino-pyrazine 169, sans résultat
puisque nous n‘avons pu obtenir le produit désiré 268 (Schéma 45). Bien que décrit dans la
littérature avec un rendement de 17%,**° le seul produit que nous avons pu isoler au cours des
nombreux essais est le composé 269 résultant de I'attaque nucléophile de I'halogene par I'azote
le moins encombré en position 4. Malgré les différents essais en variant la température, la nature
du solvant et I'ajout éventuel de NaHCO; ou d'acide acétique, nous n'avons observé que la
formation de ce produit 269 ou de la dégradation. Les réactions avec le 2-bromo-4'-

nitroacétophénone 270°** et la 2-bromo-acétophénone 272343

ont été également mises en
ceuvre pour comparer les réactivités, mais tout comme 268, le produit 271 n'a pu étre obtenu. Le
composé 273 s'est formé avec un rendement de seulement 12%. En effet, I'azote en position 4
est le plus nucléophile et il semblerait que I'alkylation par les bromoacétophénones de ce noyau
se fasse préférentiellement sur cette position du cycle, empéchant la formation du bicycle

souhaité.>®*

NH2 B i : /klN
r NaHCO; (1éq.), ACN 4\( v

) N /N N
s AN ta., 18 h g jXQ
SN
4N\) O:N 0

NO, NO,

169 263 268 269

NH2 O

Br EtOH, t.a. ou reflux, 15-18 h NZN=N
9 e
N N
169 270 (1.1 éq.) 2n
NH, o
N

%\N Br EtOH, reflux Nm

N J 12% R/N

169 272 (1.1 éq.) 273

Schéma 45 - Essais de cyclisation avec le 2-amino-pyrazine (169)

ii.  Acylation par le dérivé 4,5-dibromopyrrole

Plusieurs conditions ont été testées pour I'acylation de I'aniline 266 avec le pyrrole 81 (Tableau
13). La réaction dans la triéthylamine a 60 °C nous a permis d'obtenir le produit 275 avec un
rendement de 49 % en raison d'une conversion incompléte. Finalement, la préparation du chlorure
d'acyle a partir de l'acide carboxylique 274 avec le chlorure d'oxalyle et le DMF en quantité
catalytique®*® puis le couplage avec 266 en présence de pyridine nous a donné accés au produit
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désiré de facon quantitative.>*’** Ces conditions (Entrée 8, Tableau 13) ont pu étre utilisées pour
la réaction de couplage entre le dibromopyrrole 274 et I'aniline 267 (Schéma 46). Le produit 276
a été obtenu avec un bon rendement de 72 %.

Tableau 13 - Optimisation du couplage entre I'aniline 266 et le pyrrole 81 ou 274

Br
N
7\ ccl N
,</ ! NH; Br/Z?\g 81 Br ’ \ ,(T
< N /A N
Br ou Br

N
266 274 H o) 275
/" \ oH
Br N

H o
Entrée Conditions Résultats
1 81 (1 éq.), DMF anhydre, 60°C, 24 h Aucune réaction
) 49 %, conversion
2 81 (1.3 éq.), Et;N, 60°C, 17 h ) .
incomplete
3 81 (1.3 éq.), TsP (2 éq.), DIEA (2 éq.), DMF anhydre, t.a., 16h Dégradation
4 81 (1.1 éq.), Na,COs (1 éq.), DMF anhydre, 80 °C, 48 h** Aucune réaction
81 (1 éq.), EDC.HCI (1.2 éq.), HOBt (1.2 éq.), DIEA (5 éq.), DCM, t.a., ) _
5 Dégradation
48 h
265 (1 éq.), EDC.HCI (1.3 éq.), HOBt (1.3 éq.), DIEA (3 éq.), DMF L
6 Aucune réaction

anhydre, t.a., 24 h
1. 274 (1 éq.) avec SOCI; (6 €q.), THF anhydre, 50 °C, 24 h o
7 i . Aucune réaction
2. 266 (1eéq.), EtsN (2éq9.), ta, 16 h
1. 274 (1 éq.), (COCI), (3 éq.), DCM anhydre, DMF cat,, t.a., 16
8 h Quantitatif

2. 266 (1.1 éq.), pyridine, DCM (1:2), t.a, 6 h

N/
]
N
Br 1. (COCI), (4 éq.), DMF cat. Br "
DCM anhydre, t.a. 15 h
/ \_ OH y I\ N N
Br™ N 2. Pyridine, DCM (1:2) N
H Ho O
274 276,72 %
267, 1.1 éq.

Schéma 46 - Couplage peptldlque de I'aniline 267 pour obtenir I'analogue 276
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b. Préparation des composés des séries c et d

i.  Préparations des anilines

Les composés des séries C et D ont été préparés par couplage de Suzuki a partir des acides
boroniques 277 et 278 nitrés en méta ou en para et des bicycles iodés 79, 167, 169 et 172
(Schéma 47).3°*! Seule la réaction avec le réactif 3-iodoimidazo[1,2-a]pyrimidine 79 et I'acide
boronique para-substitué 278 n'a pas fonctionné. La fonction nitro des intermédiaires 279a-g a

été réduite par de I'étain (II) ou du zinc pour donner les sept composés 280a-g.>*>*>?

Pd(PPh3), (5 mol%), K.CO3 aq (2 éq.) SnCl,.2H,0 (4 éq.)
Dioxane, 80°C, 24 h EtOH/HCI, reflux, 1 -2 h
ou ou
(HO),B Pd-118 (5 mol %), K,POy4 (2 éq.) R NH,4CI (7 éq.), Zn (6 éq.) R X
= - Dioxane/H,0 (3:1), 80°C, 18 h | ™) Dioxane/EtOH, t.a., 5 h 30 | O
X X N
NO, R4 = imidazo[1,2-a]pyrimidine : 79 NO, 2
2770u 278, (1.5€q4.) R, = imidazo[1,2-aJpyrazine : 167 279a-e 280a-g
Rs = imidazo[1,2-a]pyridazine : 169
R4 = imidazo[1,2-a]pyridine : 172
N N N
\ N N N
\
N~ | N \ 7
280b, 50 % 280d, 38 % 280f, 48 %
NH, NH, NH, NH,
N
Do Ho KO 50
N N N N
N \ \
L N\/ @N \ %
280a, 41 % 280c, 69 % 280e, 58 % 2809, 48 %

Schéma 47 - Préparation des composés 280a-g par couplage de Suzuki puis réduction

ii.  Acylation avec le 4,5-dibromopyrrole

Nous avons employé la méme méthode de synthese que présentée sur le Schéma 46 avec du
chlorure d'oxalyle pour coupler le pyrrole 274 avec les intermédiaires 280a-g. Malheureusement,
les essais avec les produits 280b et 280d n’'ont pas abouti a la formation des produits attendus,
seule de la dégradation a pu étre observée. Nous avons alors utilisés d'autres conditions de
couplage en utilisant I'acide 1H-pyrrole-2-carboxylique 281 et I'aniline 282 comme réactifs
modeles. Parmi les différentes conditions présentées dans le Tableau 14, la réaction avec I'agent
de couplage T3P en présence de pyridine dans l'acétate d'éthyle a température ambiante s'est
montrée la plus efficace avec un rendement de 87 %. C'est donc cette méthode qui a été utilisée
pour le couplage des anilines 280a-g avec l'acide 4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxylique 274
pour conduire aux sept produits finaux 284-290 (Schéma 48).
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Tableau 14 - Optimisation du couplage peptidique en utilisant le pyrrole 281 et I'aniline (282)

NH,
P~ O (3~
H o N

281, 1 éq. 282, 1.5 éq. 2303
Entrée Conditions Résultat
1 EDC.HCI (1.5 éq.), DMAP (1.5 éq.), DMF, t.a., 24 h 59 %
2 EDCI (1.5 éq.), HOBt (1.5 éq.), DIPEA (3 éq.), DMF, ta, 24 h 78 %
3 T3P (1.5 éq.), pyridine (3 éq.), EtOAc, t.a., 24 h 87 %
4 HATU (1.2 éq.), DIPEA (3 éq.), DMF, ta., 24 h 59 %
5 TBTU (1.1 éq.), DIPEA (3 éq.), DCM dry, 50°C, 24 h 57 %
6 CDI(1.5 éq.), DMF, ta. 24 h 6 %

(1.5 éq.), pyridine (3
EtOAc ou EtOAc/DMF S\ R
L

274, 1 éq. 280a-g, 1 éq. 284-290
Br N Br N Br N Br
N N N SN
7\ K |N>WN 7\ R |N>3 s N ND /N R D
B — PN N= N =/ By
H H 0 H o) H 5
(0]
284, 64 % 285, 26 % 286, 56 % 287, 36 %
Br,
ij o bw @Q JTW @Q
288 51 % 289 40 % 290 40 %

Schéma 48 - Préparation des produits finaux 284-290

3. Linker saturé

Nous avons souhaité introduire un linker aliphatique pour apporter davantage de flexibilité
aux inhibiteurs. Une premiere approche synthétique a utilisé le 1,3-diaminopropane 291 comme
linker saturé. Il a tout d'abord été protégé en 292 sur seulement une des amines avec un
groupement Boc,** puis nous avons entrepris de coupler cette amine avec le bicycle iodé 79 par
substitution nucléophile aromatique, par couplage de Buchwald-Hartwig ou par couplage de type
Ullmann catalysé au cuivre (Tableau 15). Malgré nos multiples essais, le produit désiré 293 n'a pas
pu étre détecté.
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N N
Boc,O (1 éq.), CHCl, \\\/ 79 /(Nl

0°C puis t.a., 19 h B
p HNT SN oc N

/ N N
Quant. H Ké/ H

291, (7 éq.) 292 293

/\/\N/BOC
H

HoN" " NH,

Schéma 49 - Synthése du 1,3-diaminopropane protégé et tentative de couplage avec 79

Tableau 15 - Conditions de couplage de Buchwald-Hartwig ou de type Ullmann avec le dérivé iodé 79

Entrée Conditions Résultat
1 Cul (0.4 éq.), DIPEA (3 éq.), Isopropanol, reflux, 15 h Aucune
réaction
2 Cul (10 mol%), K,CO3 (2 éq.), L-proline (0.5 éq.), DMF, 90°C, 7 Dégradation
h354
3 ETsN (3 éq.), MeCN, 80 °C, 15 h Aucune
réaction
4 Cs,CO5 (3 ég.), DMF, 100°C, 15 h Dégradation
Pd(PPhs)4 (10 mol%), Cs,COs (3 éq.), Dioxane anhydre, 100°C, 24 Dégradation
h
6 Pd(OAC), (5 mol%), PPhs (10 mol%), NaO'Bu (2 éq.), THF, 70°C, 7 Dégradation
h
7 Pd(dtbpf)Cl, (5 mol%), Cs,CO3 (3 éq.), Dioxane, t.a., 18 h Aucune
réaction
8 Pd,(dba); (10 mol%), XantPhos (30 mol%), Cs,COs (3 éq.), DMF, Dégradation
100°C, 5 h
9 Pd(dtbpf)Cl, (5 mol%), Cs,COs (3 éq.), Dioxane, 90°C, 7 h Dégradation

Nous avons préparé le produit 294 chloré dans |'objectif de favoriser la SnAr, I'atome de
chlore étant plus petit que I'atome d'iode (Schéma 50). La chloration s’est faite avec le N-
chlorosuccinimide avec un rendement de 74 %. Les conditions testées sont regroupées dans le
Tableau 16, mais n‘ont abouti a aucun succeés.

, .Boc
P i o S U S R
NN NN — X y N°N N
v 74 % U v H H
78 294 293

Schéma 50 - Synthese du bicycle chloré 294 et tentative de couplage avec 79
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Tableau 16 - Conditions de couplage de Buchwald-Hartwig ou de type Ullmann avec le dérivé chloré 294

Entrée Conditions Résultat
1 EtsN (1.2 éq.), MeCN, t.a., 16 h* Aucune réaction
2 DIPEA (2 éq.), Isopropanol, 80 °C, 16 h Aucune réaction
3 DIPEA (2 éq.), Butanol, 85 °C, 16 h Aucune réaction
4 DIPEA (2 éq.), DMF, 85 °C, 16 h Aucune réaction
5 Pd,(dba); (10 mol%), XantPhos (20 mol%), Cs,CO3(2 ég.)  Aucune réaction

DMF anhydre, 90 °C, 3 h

Une approche synthétique que nous aurions pu envisager pour accéder aux dérivés
saturés s'appuie sur la préparation de I'ester boronique 295 a partir de I'allylamine 243 avec les
mémes conditions que précédemment utilisées pour la synthése de 255 (Schéma 51). Avec cet
intermédiaire, un couplage de Suzuki est envisagé avec le composé iodé 79, suivi d'un couplage
peptidique avec 81 pour conduire au produit 296.

Br
N

\ N
; N/Q}ﬂ » I\ cCly g, 75N
Hydrozirconation/ | N 2 Br N H N A\
Hydroboration K/ 79 //\>\/\/ H g1 0 7\ N \_;

pe) 81
HzN/\/ _ HZN/\/\I? 4>NAN - ®Br

N
Couplage |
(e} f H 0
243 295 \/5 de Suzuki K/ 95 296

Schéma 51 - Voie envisagée pour la préparation de 296

Le produit 296 s'est avéré disponible dans la chimiothéque du laboratoire. Il a été obtenu
dans I'équipe au cours de la thése de Sylvain Picon comme produit secondaire.’*® Sa synthése est
décrite sur le Schéma 52. Le trichloroacétylpyrrole 81 est couplé avec le 5-aminopentanol pour
donner le produit 297. 1l est ensuite oxydé avec I'acide ortho-iodoxybenzoique (IBX) en aldéhyde
298, qui cyclise spontanément avec I'azote de I'amide pour donner 299. Le produit cyclisé 299
est ensuite déshydraté par traitement a l'acide citrique avec un appareil de Dean-Stark pour
conduire a la tétrahydropyridine 300. Elle est engagée dans un couplage oxydatif avec la 2-
aminopyrimidine (77) en présence de N-iodosuccinimide a - 40 °C pour obtenir le produit 301
avec un rendement de 52 %. La bromation du pyrrole 301 avec du dibrome a conduit a la
formation du produit d'ouverture de I'aminal cyclique 296 avec un rendement de 7 %, en plus du
produit initialement désiré 302. L'obtention du produit ouvert 296 s'explique par la présence
d'acide bromohydrique libéré lors de la réaction. Ceci nous a permis de cribler le produit 296,
comme il le sera montré ultérieurement, ce composé n'a présenté aucune activité, ce qui explique
gue nous n'ayons pas poursuivi nos efforts de synthese sur la préparation de dérivés possédant
un linker aliphatique.
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HaN A~~~ OH 1. IBX (1.5 éq.), acétone, reflux, 16 h
(1.1 éq.) 2. Acide citrique (0.25 éq.), Toluéne

I\ CCly DCM, t.a., 16 h 7\ Q réflux, Dean stark, 2 h - ’ U\W@ U\WQ
N N
H o © H o O
298 299

Noo 86 % N o oH 2%

80 297

77 (2 éq.), NIS (1.1 éq.) Br,(2éq.), DCM | Br | \>—N
7\ Q DMF/MeCN (4:1), -40 °C, 15 min D\WQ\ /) zta 30 min D\W“\/\; \_/

N
H 0o 52 % Br™ N
300 +/-) 301 H O 206,7%

S0y

(+/-) 302, 16 %

Schéma 52 - Synthese du produit 296

4. Linker triazole

Le dernier linker que nous avons choisi de tester est le motif 1,2,3-triazole. Comme représenté
sur la Figure 82, ce motif éloigne les deux noyaux I et II, bien qu'il offre une orientation similaire
a celle de EL228. De plus, le motif triazole présente des propriétés intéressantes en chimie
médicinale. Il s'agit d'un bioisostére d'amide et ester, ainsi que de hombreux hétérocycles.**”**®
Sa structure aromatique plane et assez rigide est riche en électron. Ainsi, les composés portant
un triazole peuvent établir avec les récepteurs biologiques différentes interactions faibles, comme
des liaisons hydrogénes, du m-stacking et des interactions de Van der Waals.>*® Ce motif est
présent dans des molécules et outils biologiques utilisés dans un large spectre d'activité

biologique.

Figure 82 - Superpositions des produits alcyne EL228 et triazole

La rétrosynthese envisagée (Figure 83) débute avec la préparation du produit
hydroxyméthylé 304 par formylation de Vilsmeier-Haack puis réduction ou par
hydroxymeéthylation au formaldéhyde. Une étape d'azidation en 303 suivie d'une réaction de
cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée au cuivre donneraient acceés aux dérivés 240e.

Br

/I }D:Brb\«/ JE\> :HOJI\> :[Q

0 240e 303 304

Figure 83 — Rétrosynthése des produits 1,4-triazole 240e
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a. Hydroxyméthylation

i.  Formylation de Vilsmeier-Haack

La premiere réaction d'acces aux composés hydroxymeéthylés est la formylation de Vilsmeier-
Haack de 166 et 306 en aldéhyde 307 et 308 avec du DMF et du trichlorure de phosphoryle selon
les conditions de la littérature.*®**' L'amide s'additionne sur le trichlorure de phosphoryle en
libérant un ion chlorure qui vient réagir sur le carbone électrophile, donnant lieu a la formation
de l'ion chloroiminium, qui est le réactif de de Vilsmeier-Haack. Cette espéce tres électrophile
subit une substitution électrophile aromatique par le bicycle. Le chlore est ensuite éliminé et
I'iminium résultant est hydrolysé en aldéhyde 307 ou 308.

P
N

_N

'\/l¢\> POCI, (3 éq.), DMF anhydre N/\>\/o
(kN 100°C, 6 - 15 h KQN Z
|
|
N

Y1 Y2

Y, =N, Y,=CH:166 307, 18 %
Y, =CH,Y,=N:306

Schéma 53 - Formylation de Vilsmeier-Haack des hétérocycles 166 et 306

308, 17 %

Cependant pour les noyaux imidazo[1,2-a]pyrazine 307 et imidazo[1,2-a]pyridazine 308, les
rendements n'ont pas dépassés les 18 % (Schéma 53). Nous nous sommes tournés vers une autre
méthode.

ii. Hydroxyméthylation directe au formaldéhyde

L'hydroxymeéthylation s'opére par la substitution électrophile aromatique au formaldéhyde en
solution a 37 % sur la position 3 nucléophile des bicycles (Schéma 54). Le composé 309 a été
préparé a partir de I'imidazo[1,2-a]pyridine 171, en utilisant le formaldéhyde comme solvant de
réaction dans un tube réacteur a 100 °C durant 20 h avec un rendement de 51 %. Cette méme
réaction qui n'utilise que le formaldéhyde a été aussi tentée pour la préparation du produit 311,
mais nous n'avons obtenu qu'un mélange complexe. L'alternative décrite par Teulade et a/**
utilisant le formaldéhyde en présence d'une solution tampon acide acétique/acétate de sodium a
été appliquée aux noyaux imidazo[1,2-a]pyrazine 166 et imidazo[1,2-a]pyridazine 306.%*** Cette
méthode a conduit a la formation des produits 310 et 311 avec des rendements respectifs de 56
et 73 %.
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N N OH
’}3 HJ\H 100 °C, 20 h /;\>3\/
| P | P

309, 51 %

N’\>\/OH
N 8

N
\ |
0 ) )
\ NaOAc (4éq.), AcOH (4 éq.) N__- .
KQN H)LH 100 °C, 22 - 24 h < 310, 56 %
|

VieYe  (74) N7\ OH
/
C;k/

Y1=N,Y2=CH:166

I
Y, =CH, Y, =N : 306
! 2 N 311,73 9%

Schéma 54 - Hydroxyméthylation au formaldéhyde des bicycles 171, 166 et 306

b. Azidation

5 366,367

L'introduction d'un groupe nucléofuge de type halogéne,*® mésyle, ou tosyle a été
envisagée pour effectuer une substitution nucléophile par I'azoture de sodium. Les quatre essais
n'ont pas abouti a la formation du produit 312 attendu (Tableau 17). En effet, au cours du premier
essai, le produit isolé a Iissue du traitement de la réaction dans le chlorure de thionyle est le
produit 315 portant un méthoxyméthyle en position 3. Lors de cette réaction, le précipité formé
par I'ajout du dichlorométhane en fin de réaction a été filtré, puis concentré dans le méthanol.
Nous pensons que le composé chloré formé 313 n’est pas stable et se transforme en 314 avec la
perte du chlore. La masse de ce composé 314 est d'ailleurs détectée comme pic moléculaire en
spectrométrie de masse pour les autres réactions. Le méthanol a ensuite réagit sur cet
intermédiaire conduisant au produit 315. La formation du dérivé chloré avec SOCl, ou MsCl suivi
de l'azidation one-pot sans traitement intermédiaire, ne nous a pas non plus permis d'obtenir le

produit azidé souhaité.

Tableau 17 - Conditions testées pour I'introduction d’un nucléofuge

l\/l’N‘\>\/OH '\/l’\>\/X

| —_—— | N
4 ¥
309 312
Entrée Conditions Résultat
","\>\/0Me
1 SOCI,, reflux, 20 min )
315 (46 %)
2 MsCl (1.2 éq.), EtsN (2 éq.), DCM anhydre, t.a., 4 h Aucune réaction

. - , Disparition du produit de
TsCl (1.2 e€q.), Pyridine (2 ég.), DCM anhydre, t.a., 15

3 h départ, mais pas de produit
isolé
) ) Disparition du produit de
L. PPh; (1.5 éq.), CBr, (1.5 éqg.), DMF anhydre, t.a., 15 ] . )
Réaction ) départ, mais pas de produit
d’'Appel’® min isolé
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N N=
WP g @AKM\GOH

~N

| (s

=

314

315
Schéma 55 - Mécanisme suggéré de la formation de 315

L'azoture de diphénylphosphoryle (DPPA) a également été utilisé en présence de DBU?**%°

(Entrée 1, Tableau 18) pour effectuer la substitution nucléophile de I'alcool 309 en azoture 316 et
pour la réaction de Mitsunobu (Entrée 2, Tableau 18). La premiére réaction a bien conduit a la
formation du produit 316 mais la présence du complexe de DBU-phosphate de diphényle a rendu
la purification du produit final difficile. La réaction de Mitsunobu quant a elle a abouti a la
formation de nombreux produits secondaires observés sur plaque CCM, et aucun n'a pu étre isolé.

Tableau 18 - Utilisation du DPPA pour la formation de 316

N
//\>\/o|—| '\/‘ N\ Ng
= =

316

309
Entrée Conditions Résultat
) ) Produit formé mais difficultés
1 DPPA (1.5 éq.), DBU (1.5 éq.), DMF anhydre, t.a., 18 h o
de purification
2
Réaction PPh; (1.1 éq.), DIAD (1.5 éq.), DPPA (1.1 éq.), THF Formation de nombreux
de anhydre, 0°C puis t.a., 3 h produits non séparables
Mitsunobu

En s'inspirant d'un brevet de Boehringer Ingelheim sur un produit de départ similaire,”°
nous avons utilisé I'azoture de sodium en milieu acide avec du TFA comme solvant de réaction
d'azidation. La réaction avec 309 a température ambiante a conduit a la formation de 316 avec
un rendement de 33 %. En élevant la température a 70°C, nous avons pu améliorer le rendement
a77 % (Schéma 56).%’" Les composés 317 et 318 ont été préparés en suivant cette méme méthode

avec des rendements de 84 et 56 %.

N
o\ O ) o NN Ns
N NaNj; (5 éq.), TFA, 70°C, 6 - 18 h KQ
| | N
Y Y | |
112 Y1 Y2
309-311 316-318
N N
/I\>\/N3 1\ Na ’\/l \ N3
) B oy
= N N\/
316,77 % 317,84 % 318, 56 %

Schéma 56 - Préparation des intermédiaires 316-318 par azidation en milieu acide
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c. Cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen

Les réactifs azidés 316-318 ont été engagés dans une cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen
(Schéma 57). Nous avons utilisé 20 mol% de catalyseur au cuivre (II) et 40 mol% d'ascorbate de
sodium qui catalyse la réduction de Cu (II) en ions réactifs Cu (I). Nous avons observé en |'espace
de quelques minutes la précipitation du milieu et la disparition des réactifs de départ par CCM.
Le précipité formé a été filtré et lavé.

Br
- Y e M
Scobarte de soadium (0.4 eq. / —N \
ol N\ R_~Z (kl}l DMF/H,O (1), ta, 1-5h < | H\/NK/‘N}N\ e
N Y1 2Yo H X Yo
H ~
o) 0
83. 16 Y1=Y2=CH:316,1éq. Y1=Y2=CH:319
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Schéma 57 - Réaction de cycloaddition avec 20 mol% de cuivre (II)

Cependant, les trois produits formés 319-321 se sont montrés extrémement peu solubles
dans les solvants organiques, y compris le DMSO. Bien que le pic moléculaire détecté en
spectrométrie de masse corresponde a la masse attendue, les spectres RMN se sont avérés
ininterprétables. Des essais de cristallisation ont permis d'obtenir des cristaux de 321 dans le
méthanol qui ont pu étre analysés par diffraction aux rayons X. Comme illustré sur la Figure 84,
les produits de cycloaddition se sont formés mais complexés au cuivre (II) de maniere stable,
coordiné a quatre molécules par six liaisons, avec une géométrie octaédrique.
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Figure 84 - Cliché RX du complexe 321-Cu". Les figures A et B sont les images RX avec deux perspectives
différentes et la figure Cillustre le complexe de cuivre coordiné aux molécules.

Cette complexation a pu étre évitée en en utilisant une quantité catalytique en cuivre plus
faible.?”*"* |'utilisation de 1 mol% de CuSO, nous a permis d'obtenir les trois produits 322-324
avec des bons rendements allant de 63 a 89 % (Schéma 58). Les composés formés non complexés
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se sont montrés cette fois-ci plus solubles et ont pu étre purifiés sur colonne chromatographique
avec les solvants organiques usuels.

N\ CuS0,.5H,0 (1 mol%) Br N
H ! Ascobarte de sodium (10 mol% ) i N=N \ \\‘7”\\
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Schéma 58 - Formation des produits 322-324 par cycloaddition de Huisgen avec 1 mol% de cuivre (II)

IIl. Evaluation biologique et discussion

1. Criblage primaire et IC;, des composés les plus actifs

Comme dans le chapitre précédent, I'ensemble des seize nouvelles molécules finales
comportant un linker modifié ont été évaluées a 10 uM et 1 uM sur un panel de kinases dont
Aurora B. Pour les molécules présentant une activité inhibitrice intéressante a 1 uM, les ICsy ont
été déterminées. Les valeurs d'inhibition a 10 et 1 uM sont présentées dans le Tableau 19.
L'intégralité du criblage est disponible en annexe 2.

Tableau 19 - Résultats du criblage primaire sur Aurora B des analogues issus de la modification de la partie III

Produit
N % % % %
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Figure 85 - IC5, des composés a linkers modifiés les plus actifs

2. Interprétation des résultats

La Figure 86 illustre I'activité et la sélectivité des composés selon la nature du linker a 1 pM.
Pour chacun des graphes (A, B, C et D), la partie bicyclique est fixée, permettant de ne mettre en
avant que l'effet des linkers. Ce qui ressort de ces quatre graphes, c'est qu'aucun linker ne
présente une activité meilleure que celles obtenues précédemment avec l'alcyne. En effet, ni les
alcenes, ni les triazoles, ni les noyaux aromatiques n‘ont amélioré I'activité sur Aurora B. Le linker

aliphatique qui n'a pu étre testé qu'avec le produit 296 possédant le noyau imidazo[l,2-
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a]pyrimidine n'a montré aucune activité sur Aurora B non plus. Quelques composés ont
néanmoins présenté une activité inhibitrice modérée. Les ICso déterminées pour les plus actifs de
ce chapitre sont présentées sur la Figure 85. Les linkers alcenes ont montré des activités avec les
molécules 258 et 259 portant les noyaux imidazo[1,2-a]pyrazine et imidazo[1,2-a]pyridazine avec
des ICs respectives de 0.514 uM et 2.55 uM. Ces valeurs restent malgré tout plus faibles que leurs
homologues alcynes 161 et 163 (0.185 uM et 0.353 uM respectivement). Trois produits avec les
linkers aromatiques méta 286 et para-substitué 289 et 290 ont une activité inhibitrice sur Aurora
B mais avec des ICso du méme ordre de grandeur que EL228, de 4.6 et 2 uM. Seul le composé 290
s'est avéré bien plus actif avec une valeur d'ICso de 0.150 uM. L'orientation imposée par ce linker
étant assez différente du hit EL228, des études de modélisation pourraient nous permettre de

comprendre les raisons de son activité. Les résultats d'activité sur Aurora B qui sont regroupés
dans la Figure 87, mettent bien en évidence le linker alcyne comme permettant la meilleure
activité avec le bicycle imidazo[1,2-a]pyrimidine ainsi qu'avec les trois bicycles comptant parmi

les plus actifs, mis en évidence au court du chapitre III précédent (imidazo[l,2-a]pyrazine,
imidazol[1,2-a]pyridazine et imidazo[1,2-a]pyridine).
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Figure 86 - Histogrammes illustrant le % d’inhibition sur différentes kinases pour chaque linker avec les
parties I et II fixées
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% d’inhibition

Figure 87 - Bilan de I'influence des linkers selon le bicycle imidazo[1,2-a]N-pyridine utilisé

Le linker alcyne est un espaceur chimique peu encombrant et trés rigide. Il semble donc
parfaitement adapté pour orienter la molécule dans une poche d'affinité étroite, tout en limitant
la géne stérique. Il permet également de rigidifier la molécule pour optimiser I'activité du
composé vis-a-vis de la kinase. L'utilisation de linker acétylénique est couramment utilisée en drug
discovery, notamment pour I'aspect de rigidification.>”® En effet, un composé qui est flexible peut
avoir plusieurs conformations. Parmi ces différentes conformations, une ou plusieurs peuvent étre
actives, ceci pose donc deux problemes :

- Les conformations inactives diminuent I'efficacité de la molécule pour son récepteur
biologique puisqu’elles ne sont pas favorables.’”

- Les conformations inactives peuvent impacter la sélectivité en étant plus affines pour
d'autres cibles biologiques et donc entrainer des effets secondaires indésirables.’”’
L'intérét de la rigidification est de maintenir la seule conformation active et sélective.’’”® Cette
stratégie est notamment illustrée par la mise au point du ponatinib qui a permis de contourner
les phénomenes de résistance qui sont rapidement survenus avec I'imatinib (Figure 88). En effet,
une mutation du résidu du «gatekeeper» en isoleucine de la kinase Bcr-Abl a rendu l'imatinib
inefficace. L'introduction du linker alcyne a permis de positionner la molécule dans la poche

allostérique tout en évitant la géne stérique avec le résidu isoleucine *%37%3%
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Figure 88 - Illustration de I'utilisation d’un linker alcyne avec le cas des médicaments imatinib et ponatinib3”°

IV. Conclusion

Au cours de ces travaux, nous nous sommes intéressés a la modification du linker entre les
parties I et II, nous conduisant a la préparation de seize nouveaux composés. Quatre familles de
linkers chimiques ont été étudiées, en plus du linker alcyne qui fait partie de tous les composés
préparés au cours des précédents chapitres.

Les trois composés alcéniques 257, 258 et 259 ont été préparés en utilisant une réaction
d’hydroboration catalysée au zirconium pour préparer I'ester boronique permettant l'introduction
de l'alcéne. Les bicycles introduits en partie II sont les noyaux imidazo[1,2-a]pyrimidine,
imidazo[1,2-a]pyrazine et imidazo[1,2-a]pyridazine.

Des linkers aromatiques ont ensuite été introduits, ils sont de trois type selon leur substitution
en para ou méta et selon s'ils sont couplés en position 2 ou 3 du bicycle (de la partie II). Ces linkers
apportent un angle et un encombrement différents par rapport au linker alcyne. Les deux
composés 275 et 276 avec un linker aromatique méta substitué lié au bicycle en position 2 ont
été synthétisés par une premiére réaction de cyclisation avec la 2-bromo-3'-nitroacétophénone
263. Les bicycles imidazo[1,2-a]pyrimidine et imidazo[1,2-a]pyridazine ont été utilisés, tandis que
le bicycle imidazo[1,2-a]pyrazine n'a pu étre introduit a cause de la nucléophilie de I'azote 7. Sept
produits (284-290) dont le bicycle est lié au linker aromatique en position 3 ont été synthétisés,
a partir des acides boroniques méta et para substitués (277-278). La derniere étape de couplage
entre les anilines et I'acide carboxylique du dibrompyrrole a nécessité une optimisation qui nous
a conduit a l'utilisation de I'agent de couplage T;P.

Bien que plusieurs réactions aient été réalisées pour préparer les dérivés aliphatiques, nous

n‘avons pu en préparer aucun. Cependant, nous avons eu acces au dérivé 296 dans notre
chimiotheque, nous permettant de tester son activité décevante. Ce composé présente une
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flexibilité bien plus importante que le linker alcyne, qui ne semble alors pas favorable avec le site
de fixation de la kinase.

Enfin, lintroduction du linker triazole sur trois produits 322-324 s'est faite par
hydroxyméthylation au formaldéhyde puis par azidation en milieu acide avec I'azoture de sodium.
L'utilisation de 20 mol % de catalyseur au cuivre dans la réaction de click a conduit a la formation
de complexe de cuivre identifiés par RX, rendant les produits inexploitables pour les évaluations
biologiques. L'utilisation de cuivre a 1 mol% a permis la préparation des trois analogues. Ce linker
apporte une fonction chimique tres différente avec des interactions possibles nouvelles et allonge
la molécule.

Les évaluations biologiques des seize composés ont montré sans ambiguité que les séries
portant un linker alcyne sont plus actives vis-a-vis de la kinase Aurora B (Figure 89). Les linkers
alcénes et aromatiques ont tout de méme présentés des activités inhibitrices lorsqu’ils sont
combinés aux bicycles imidazo[1,2-a]pyrazine 258 (ICso = 0.51 uM), imidazo[1,2-a]pyridazine 259
(ICso = 2.6 uM), 289 (ICso = 2 uM) et imidazo[1,2-a]pyridine 286 (ICso = 4.6 uM). Seul le composé
290 s'est démarqué avec une ICso de 0.150 uM. Néanmoins a ce stade il est difficile de tirer des
conclusions quant aux relations structure-activité de ce produit.

2N
Br. N
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Br N
H o Linker alcyne le plus actif

Figure 89 - Bilan de la SAR autour du linker
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Chapitre V - Evaluations pharmacologiques et étude
du mode d’action

I. Evaluations biologiques

1. Inhibition des kinases et bilan de la SAR

Les quatre-vingt-deux composés que nous avons synthétisés ont été évalués sur un panel de
kinases a la plateforme de criblage d'inhibiteurs de kinases (Kinase Inhibitor Specialized Screening
facility, KISSf) de la Station biologique de Roscoff. Les six kinases communes aux différents panels
testés sont les kinases Piml, CDK2, CDK5, CDK9, Haspine et Aurora B. Pour des raisons
d’homogénéité, seuls les résultats sur ces six kinases ont été présentés, mais les résultats complets
sont disponibles en annexe 2. Les composés ont été criblés a 1 a 10 uM en duplicat. Pour les
composés qui montrent une activité inhibitrice, les courbes de dose-réponse ont été obtenues a
six concentrations différentes en inhibiteur a partir desquelles les ICsy ont été déterminées. En
nous appuyant sur ces valeurs d'activité, nous avons effectué les études de relations de structure-
activité afin de guider le design des composés synthétisés tout au long de ce travail.

La Figure 90 présente les conclusions tirées de |'étude SAR a l'issue de chacun des précédents
chapitres. Le pyrrole s'est montré étre I'hétérocycle le plus actif sur la partie I du hit et la présence
des deux atomes de brome en position 4 et 5 est également essentielle au maintien de I'activité.
Les composés les plus actifs possedent sur la partie II les bicycles imidazo[1,2-a]pyrazine et
imidazo[1,2-a]pyridazine mais surtout le bicycle imidazo[1,2-a]pyridine. A titre d'exemple, le
composé 164 possédant ce noyau a une ICso de 47 nM. Ceux substitués avec un méthyle en
position 6 avec 207 ou en position 7 comme 208 présentent des valeurs d'ICsy tout aussi
intéressantes de 40 et 36 nM respectivement, ce qui représente un gain d'activité de 107 et 139
fois par rapport au hit initial EL228 (ICso = 5000 nM). Le composé 194 qui présente une amine
libre en position 8 est le plus actif avec une ICsy de 34 nM, soit 146 fois plus actif que le hit initial
EL228. De plus, ces composés les plus actifs ont tous montré une bonne sélectivité vis-a-vis des
autres kinases testées. Enfin, parmi les différents linkers introduits, le lien alcyne est le plus actif,
il oriente tres probablement de fagon rigide la molécule dans une poche étroite, tout en limitant
la géne stérique.
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Figure 90 - Bilan des relations structure-activité

Lipinski et al. ont développé une régle servant de guide dans 'optimisation de composés en
cing criteres afin d'estimer si leurs propriétés sont compatibles avec leur absorption dans

I'organisme et les propriétés « Druglike » :**!

- Masse molaire < 500 g.mol'1
- Nombre d'accepteurs de liaison hydrogene < 10
- Nombre de donneurs de liaison hydrogéne < 5
- Coefficient de partage n-octanol/eau (logP) compris entre 0 et 5 (valeur optimale entre
let 3),** qui quantifie la lipophilie d'un composé, paramétre crucial dans I'absorption, la
distribution et la biodisponibilité d'un composé. Un logP élevé traduit une molécule trés
lipophile.
- Nombre de liaisons pivotables < 5
La surface polaire totale (Total Polar Surface Area, TPSA) peut étre incluse comme sixiéme critere
et doit étre dans I'idéal inférieure a 140 A.

Pour les six composés les plus actifs et le hit initial, nous avons utilisé le logiciel de
prédiction Molinspiration pour déterminer les valeurs théoriques de LogP, TPSA et si les cinq
regles de Lipinski étaient respectées. Les valeurs sont présentées dans le Tableau 20, et montrent
que ces composés respectent la regle de Lipinski. L'introduction d’'un azote endo-cyclique ou exo-
cyclique se traduit par une diminution du logP. Les tres bonnes activités sur Aurora B des
composés 207 et 208 qui possedent un meéthyle sur le bicycle, peuvent potentiellement
s'expliquer par ce gain de lipophilie. En effet, 'augmentation de la lipophilie tend a renforcer
linteraction avec des poches hydrophobes du site de fixation sur la kinase.*®® Néanmoins, lorsque
I'activité augmente par le gain de lipophilie les risques de diminuer la sélectivite et la
biodisponibilité sont plus grands.?®***> En effet, plus les molécules sont lipophiles, plus elles sont
susceptibles d'interagir avec d'autres sites hydrophobes comme les protéines plasmatiques.®****’
Globalement, nos composés présentent des caractéristiques au regard de la régle de Lipinski qui
sont cohérentes avec des potentielles molécules a visée thérapeutique.
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Tableau 20 - Prédiction in silico du LogP et TPSA ainsi que le respect de la régle de Lipinski avec le logiciel
Molinspiration

Regles
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2. Tests de viabilité sur lignées cellulaires

En plus des tests enzymatiques effectués a la plateforme KISSf de Roscoff, les molécules ont
été testées sur différentes lignées cellulaires humaines a I'ICSN dans I'équipe CiBi qui m'a formée
a la culture cellulaire ainsi qu'a la réalisation des tests de détermination de la viabilité cellulaire.
L'objectif a été de déterminer les concentrations en composé qui inhibent la prolifération cellulaire
de 50 % (ECsp) par rapport au controle (DMSO). Nous avons choisi d'utiliser deux lignées cellulaires
humaines d'origine cancéreuse, les cellules adhérentes HCT116 d’adénocarcinome du colon et les
cellules non adhérentes K562 de leucémie myéloide chronique. L'ensemble des composés a été
testé a 100 uM sur chacune des deux lignées sur un temps de 72 h. Les composés qui ont entrainé
une diminution du nombre de cellules de plus de 50 % sur au moins une des deux lignées ont été
sélectionnés pour déterminer leur ECsy a partir de courbes de dose-réponse.
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a. Matériel et méthode

Les cellules HCT116 ont été cultivées dans le milieu Gibco McCoy's 5A complémenté avec 10%
de sérum foetal de veau et 1% de glutamine et les cellules K562 avec du RPMI 1640 complémenté
avec 10% de sérum feetal de veau et 1% de glutamine. Les cellules ont été cultivées a 37 °C dans
une atmosphére humide a 5% de CO,.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 96 puits (3.10° cellules par puit pour
HCT116 et 3,5.10% pour K562) dans 90 uL de milieu de culture pendant 24 h. Les cellules ont
ensuite été exposées a dix concentrations croissantes de molécules de 100 uM a 0.005 uM en
triplicat. Chaque concentration a été obtenue par dilutions en série dans le milieu de culture a
partir des molécules en solution dans le DMSO. Le controle négatif a été traité avec du DMSO
dilué dans le milieu de culture et le controle positif avec le produit commercial de référence pour
Aurora B ZM447439 (Figure 91). Il s'agit d'un inhibiteur 4-aminoquinazoline ATP-compétitif,
décrit par AstraZeneca en 2003 qui inhibe sélectivement Aurora B avec une ICsy de 127 nM
(déterminée a la plateforme KISSf avec nos composés) et Aurora A avec une ICs, de 110 nM. 83
Apres 72 h d'incubation, la viabilité cellulaire a été mesurée a I'aide du test CellTiter Glo (Promega).
Il s'agit d'un test de mesure de la concentration en ATP présent dans les cellules par luminescence

a l'aide d'un luminométre. Les courbes de dose-réponse sont ensuite traitées avec le logiciel
GraphPrism.
|

H
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Figure 91 - Structure du composé ZM447439 utilisé comme référence positive sur Aurora B

b. Résultats

Les activités antiprolifératives des trente-cing composés identifiés comme actifs lors du
criblage préliminaire a 100 uM, dont la référence ZM447439, ont été déterminées par des
expériences de dose-réponse sur les lignées HCT116 et K562, les résultats sont présentés dans le
Tableau 21.

150



Tableau 21 - EC;, sur la viabilité cellulaire des lignées HCT116 et K562, calculées a partir des courbes de dose-
réponse apreés 72 h de traitement

" HCT116 K562 " HCT116 K562
ECso (M) ECso (M) ECso (M) ECso (HM)
EL228 56 51 225d 52 6
110 59 36 221 7 2
130b 7 24 226 65 88
141 34 16 227 > 100 39
142 35 24 229 > 100 60
160 3 15 230 18 17
161 15 44 233 > 100 59
163 76 40 236 > 100 79
194 11 22 237 40 74
202 > 100 55 238 81 > 100
207 5 > 100 239 78 > 100
209 8 32 258 > 100 48
212 3 66 259 65 29
213 93 21 275 36 6
223d 79 38 286 9 22
225a 48 5 287 27 14
225b 65 45 290 12 8
ZM447439 7 9

La majorité des composés ont des activités modérées avec des ECso supérieures a 20 uM, et
neuf produits sont actifs sur seulement une des deux lignées. Six de nos composés sont actifs sur
les deux lignées avec des ECsq inférieures a 20 uM (160, 194, 221, 230, 286 et 290) (Figure 92).
Plus particulierement, le produit 194 qui est le plus actif sur Aurora B (ICso = 34 nM) est parmi les
sept composés les plus actifs sur cellules avec des ECso de 11 et 22 uM sur HCT116 et K562
respectivement, ce qui est trés encourageant. Le composé ZM447439 a montré des effets sur les
deux lignées HCT116 et K562 de 7.2 et 8.7 uM respectivement, ce qui du méme ordre de grandeur
que nos inhibiteurs les plus actifs. Le composé 221 portant un noyau pipérazine utilisé sous forme
de chlorhydrate présente de tres bonnes activités sur les cellules : ECsy = 6.8 uM sur HCT116 et
2.4 uM sur K562. Son homologue morpholine non salifie 217 quant a lui n'a pas montré d'effet
sur les deux lignées cellulaires. Le composé 160 n'a présenté aucune activité sur les tests
biochimiques sur kinases isolées mais est pourtant parmi les plus actifs avec des ECsode 3 et 15
MM sur HCT116 et K562, il agirait donc sur une cible biologique autre que celles de notre panel
de kinases. C'est le cas également des composés 130b, 141, 142, 275 qui pourraient étre
intéressants dans le cadre d'autres sujets de chimie médicinale (Figure 92).
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Figure 92 - Structures des prodmts actlfs sur cellules et sur Aurora B (partie du dessus) et ceux actifs

uniquement sur cellules

Il est a noter qu'il n'y a pas de corrélation évidente entre les valeurs d'activité des composés
sur Aurora B isolée avec celles sur la viabilité cellulaire.*® Le but est d'interférer avec la mitose,
afin de progressivement conduire les cellules en mitose aberrante qui sont par la suite
éliminées.*® Des tests sur des temps plus longs ou des expériences de clonogénicité pourraient
s'avérer également pertinents pour juger de l'efficacité des composés sur des modeles

cellulaires. >3

Le criblage primaire sur les cellules a mis en lumiere également que plusieurs composés, tres
actifs sur Aurora B en test biochimique, n‘ont aucun effet sur les cellules. C'est le cas notamment
des composés 164 (ICs, = 47 nM), 190 (ICs, = 87 nM), 208 (ICs = 36 nM) 210 (IC5p = 71 nM) et
235 (ICsp = 160 nM) (Figure 93). L'absence d'activité de ces composés sur les cellules peut
s'expliquer par plusieurs éléments, comme la faible solubilité des composés en milieu aqueu, la
stabilité des composés dans le milieu cellulaire et intracellulaire, le passage des membranes
cellulaires, empéchant les composés d'atteindre la cible biologique.

B B Br NN B
H o5 164 Ho 8 180 o0 208
Br , N\ NH, of I l\{
Bf@\(“/&g CH@\WH/[NQ
H o 210 Br 0 235

Figure 93 - Structures des produits actifs sur Aurora B mais pas sur les lignées cellulaires testées

Nous avons choisi d'utiliser les produits 194 et 161, actifs sur la kinase et sur les cellules
pour les tester sur un plus large panel de cellules avec la référence ZM447439 (Figure 94).
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Figure 94 - Structures des composés 194, 161 et ZM447439

En plus des lignées HCT116 et K562, nous avons étendu le panel aux lignées SKOV3
(carcinome ovarien), MCF7 (adénocarcinome du sein), A549 (carcinome pulmonaire), U-20S
(ostéosarcome), K562R (leucémie myéloide chronique résistante a la doxorubicine) et RPEL (lignée
immortalisée de I'épithélium pigmentaire rétinien). Les résultats obtenus sont présentés dans le
Tableau 22. Apres 72 h d'incubation, nos composés ont un effet sur la viabilité des cellules avec
des ECsp allant de 9.3 a 74.6 uM, sauf pour le composé 161 qui n'a pas montré d'activité sur U-
20S. Sur cette derniére lignée, Tavanti et a/'* reporte une ECs, de 2.7 uM pour la référence
ZM447439 a 96 h d'incubation, ce qui semble cohérent avec notre résultat de 29 uM a 72 h
d'incubation. La lignée K562R, résistante a la doxorubicine, s'est montrée sensible a nos composés,
contrairement au contréle ZM447439.3%3* Cette lignée surexprime la glycoprotéine P (P-gp) qui
est un transporteur transmembranaire de la membrane plasmique, responsable des phénomenes
de résistance aux médicaments.**> Le composé ZM447439 semble é&tre substrat de cette protéine
multi-résistante, contrairement a nos produits.** La lignée immortalisée RPE1, bien que non
cancéreuse, est sensible aux trois composés puisqu’elle se divise activement. Il serait intéressant
pour des prochaines expériences d'évaluer les composés sur des cellules saines qui ne se divisent
pas, comme les cellules du sang périphérique (PBMC), afin d'évaluer I'impact de nos inhibiteurs
sur des cellules saines non proliférantes. En effet, il est important que le mode d'action des
composés anticancéreux soit le plus spécifique possible des cellules tumorales.

Tableau 22 - EC;, des composés 194, 161 et ZM447439 calculées a partir des courbes de dose-réponse apres
72 h de traitement

Cellules 194 161 ZM447439
ECso (M) ECso (M) ECso (M)
HCT116 11 15 7
K562 22 44 9
SKOV3 40 75 31
MCF7 36 34 4
A549 9 42 2
U-20S 62 > 100 29
K562R 11 25 > 100
RPE1 19 38 28
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3. Propriétés physicochimiques et pharmacocinétiques

Dans les projets de chimie thérapeutique, les profils ADMET sont des parametres déterminés
assez tOt dans le processus de recherche de candidats médicaments chefs de file. Ces propriétés
permettent de prédire et d'évaluer le devenir des molécules bioactives dans I'organisme vivant.
Ces informations sont cruciales pour la mise au point de la voie d'administration, de la forme
galénique et aussi du dosage. Ces cing parametres correspondent a :

- L'absorption: passage du médicament de son site d'administration a la circulation
générale puis a la cible biologique, selon la voie d’administration

- Ladistribution : proportion de principe actif libre qui atteint de fagon effective sa cible (car
fixation réversible sur des protéines plasmatiques) et répartition a travers les différents
tissus et organes de I'organisme

- La métabolisation: biotransformation du médicament par les enzymes du foie
essentiellement grace aux cytochromes P450

- L'excrétion : élimination du produit aprés métabolisation (par la bile ou I'urine)

- La toxicité : profil toxicologique du principe actif et de ses métabolites vis-a-vis des
différents organes

Afin d'avoir des informations préliminaires sur le comportement de nos composés dans les
systemes vivants, nous avons soumis dix composés (Tableau 23) a des tests de solubilité et de
stabilité métabolique aupres de la plateforme de Chimie Biologique Intégrative de Strasbourg
(PCBIS).

i.  Solubilité en milieu aqueux

Les dix composés sélectionnés ont été préparés a partir de solutions meres dans le DMSO a
10 mM, diluées au 50°™ dans le PBS & un pH de 7.4, de maniere a obtenir des solutions tests a
200 uM (a 2 % de DMSOQ). Les solutions sont équilibrées sur un agitateur rotatif pendant 24 h a
température ambiante (20 + 2°C) et sont ensuite centrifugées a 15000 rpm pendant 5 min a 20°C.
Les surnageants sont analysés par HPLC-UV.

Pour tous les composés testés, les concentrations effectives mesurées sont inférieures a 10
UM (Tableau 23). Les composés 161 et 164 sont les plus solubles a hauteur de 7.4 et 8.1 uM dans
le tampon aqueux, tandis que les 209 et 239 sont tres peu solubles puisqu'indétectables dans le
tampon. Globalement, ces composés présentent des tres faibles solubilités. Ceci nous indique que
les activités déterminées de nos composés (ICsy et surout ECsp) sont tres probablement sous-
estimées. Ainsi cet axe d'amélioration constitue une priorité pour les prochains analogues a
synthétiser.

Il serait intéressant de procéder a ces mémes analyses avec les composés 217 portant un
cycle morpholine et 221 avec un cycle pipérazine (Figure 95), introduit pour justement jouer sur
la solubilité des composés. De plus, ces composés ont montré des bonnes activités sur la kinase
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et des trés bonnes sur les cellules. D'ailleurs, plusieurs produits ont été salifiés en présence d'HC|,
mais les sels obtenus n'ont pas permis de préparer les solutions pour les tests sur cellules
directement en milieu aqueux, sans avoir recours au DMSO. Ils n‘ont pas été utilisés par la suite,

I'objectif envisagé initialement étant de ne les diluer qu'en milieu aqueux.
Tableau 23 - Valeurs de solubilité

Composé ICso AurB (nM) A (nm) Solubilité (uM)

Br, /I:H
P N
BJP\(“ 7 185 254 74:06
(0]
161

EPAS
N
BJ@\(“ 7 = 353 280 4601
0]
163

N
Br, ‘ D
y N\\
BJ@W“/ D 47 280 81+09
H o
164

Br N H
Br /| H\/[N\ N\\(
N L N 87 254 1.7 £ 04
o
190
Br /1 H\/[N’\i ks
N 34 254 21+02
194
Br \/El\:_\ Cl
N7 71 280 02 +0.1

7\ N F 139 280 0.7+ 0.3

12
\ "
N\
Br H/[NDCFS
Brl/;\HN 629 280 15 + 0.9
H [e]

N__ NH,
o /[@
Yz —
m%“ 7 77 254 3.0 £ 0.2

N
1 A\
|
ﬂ\w“ /[ ”3 130 254 02 +0.1
! N
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Figure 95 - Structures des produits 217 et 221

O

ii.  Stabilité métabolique in vitro

Les produits dissous dans le DMSO sont dilués dans un mélange acétonitrile/eau a 100 uM.
Une fraction de cette solution mere est ensuite diluée avec du tampon phosphate contenant des
microsomes de foie de souris (0.5 mg/mL), 1 mM de NADPH et 3 mM de MgCl,. La concentration

finale en composé est de 1 uM. Ce mélange réactionnel est incubé durant une heure puis les
réactions enzymatiques sont stoppées par ajout d'acétonitrile et maintenues a 0°C. Un contrdle
négatif est effectué sans ajout de NADPH, permettant d'identifier une instabilité chimique ou un
processus enzymatique non dépendant du co-facteur NADPH. Un contréle positif est également
réalisé en utilisant de la testostérone. Les échantillons sont ensuite analysés par LC-MS/MS avec
une UHPLC couplée a un triple quadripOle.

Le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) est une co-enzyme qui intervient
dans la réaction de métabolisation catalysée par les cytochromes P450. Il s'agit d'une réaction
d'oxydation d'un substrat selon I'équation RH + O, + NADPH + H* -> ROH + H,O + NADP* 373%
Si le taux de composé détecté a l'issue de l'incubation est inférieur au taux a to, ceci traduit une
métabolisation par les cytochromes P450.

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 24 et représentés sur la Figure 96. Tous les
composés testés se sont montrés étre des substrats des cytochromes P450. Ils sont tous
métabolisés en moins d'une heure, a I'exception du produit 213 qui se trouve a hauteur de 53 %
apres une heure. Cette stabilité peut s'expliquer par la présence du CF; qui vient ralentir la
métabolisation sur le noyau bicyclique, sujet aux oxydations. Deux analogues parmi les dix sont
instables chimiquement ou métabolisés par d'autres enzymes indépendantes du NADPH. Il s'agit
du produit 161 qui est détecté a hauteur de 26 % apres une heure d'incubation sans NADPH et
du produit 190 qui n'est plus du tout présent dans le milieu apres une heure. Pour ce dernier
composé, il est fort probable qu'il s'agisse de la désacétylation de I'amine en composé 194. Le
noyau imidazo[1,2-a]pyrazine de 161 a également été décrit comme instable chimiquement.**! I
a été reporté dans la littérature la sensibilité de la double liaison C;-Cg par oxydation métabolique
conduisant a I'époxyde 326. Cet époxyde est ensuite potentiellement attaquée par la glutathione
(GSH) pour former le métabolite 327 ou par des résidus nucléophiles des cytochromes.*** La
réaction de monohydroxylation par les aldéhydes oxydases de 328 en 329 est également possible

(Schéma 59).*%4%1 1| serait intéressant de tester le produit 208 méthylé en position 7 puisque le
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méthyle peut étre responsable de I'augmentation de la stabilité métabolique par effet de bouclier

stérique.®*

CYP

N
| \
325

N
\
\i,fﬁ\
N
328 \\g’

S
B

329

Schéma 59 - Possibles mécanisme de métabolisation des bicycles

Tableau 24 - Résultats des expériences de stabilité métabolique

N N sG
\JI S——0 GSH B
N N_ )—oH
326 327

Instabilité chimique

% de
° , % de composé  Substrat des ou métabolisation
i compose . .
Composé i . apres 1 heure cytochromes enzymatique non-
présent apres ;]
sans NADPH P450 dépendante du
1 heure
NADPH
N
ﬂ)j\f c 0.8 +0.2 26 +2
o
161
Br, | N\
NN
le/ 2 46+ 06 103 + 3
[¢]
163
N
Br, |
y N‘\
J@Y/ o 0300 106 + 1
(o]
164
Br N H
— ] A~
ij ~ T8 0000 0.1+00
190
Br N
] A=
ij/fj 0.5+02 108 + 2
194
N
. o
A N 33+03 113+0
H (o]
209
N\
Br, /ENQ
A AT 0.7 +0.1 110 £ 2
H [¢]
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53+ 4 101 + 1
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Figure 96 — Graphe des stabilités métaboliques des dix composés a to, a 1h et a 1h sans NADPH

II. Caractérisation du mode d’action du composé 194

1. Mode d’inhibition du composé 194 sur Aurora B

Nous avons sélectionné le composé 194 afin d'explorer son mode d'action sur la kinase Aurora
B (Figure 97). Nous avons tout d'abord cherché a établir son mode d’inhibition. Des expériences
doses-réponses croisées ont été effectuées en variant la concentration du substrat, ici I'ATP, en
présence de l'inhibiteur 194 a différentes concentrations.
Br

l

Br

ZT
\
pd

—

4
N
H

o]

Figure 97 - Structure de I'inhibiteur 194 pour la caractérisation du mode d'action sur Aurora B

a. Méthode

Les expériences de doses-réponses croisées a différentes concentrations en ATP (de 3.125
a 50 uM) et en inhibiteur (2, 1, 0.5, 0.1 et 0 uM) ont été réalisées a la plateforme KISSf. L'activité

158



d'Aurora B est directement proportionnelle a la production d’ADP (exprimée en RLU). Elle est
représentée en fonction de la concentration en ATP a cinq concentrations fixes en inhibiteur sur
le graphe de Michaelis-Menten (Figure 102 - A). La représentation graphique de Lineweaver-Burk
permet de visualiser ces résultats sous forme de droites en tragant 1/activité en fonction de
1/[ATP] (Figure 102 - B).

Pour chacune des concentrations en inhibiteur testées on obtient une droite. Les
différentes droites convergent les unes vers les autres et la localisation du point d'intersection de
ces droites permet de déterminer le mode d'inhibition de l'inhibiteur testé. On considere
essentiellement trois types d'inhibition réversible :**2

- Inhibition compétitive
- Inhibition incompétitive
- Inhibition non-compétitive (pure ou mixte)

b. Les différents modes d’inhibition réversible

Le Schéma 60 représente la réaction cinétique entre I'enzyme E et son substrat S, ou ES est le
complexe enzyme-substrat qui conduit a la formation du produit P. ; est la constante de vitesse
de formation de ES, &, la constante de dissociation de ce complexe et pour finir k3 la constante

de vitesse de la formation du produit P.**
k ks
E+S ES — E+P
ko

Schéma 60 - Interaction enzyme-substrat

On définit la constante de Michaelis K, pour I'enzyme E comme étant la concentration en

Vmax
2 1
initiale maximale pour une concentration saturante en substrat. La constante Kj, traduit I'affinité

substrat S pour laquelle V, = ou Vj est la vitesse initiale de la réaction et V. est la vitesse

de I'enzyme pour son substrat. Kj,est d'autant plus petite que la dissociation de ES est faible, et
donc que I'affinité de I'enzyme pour son substrat est importante.

Selon le schéma cinétique ci-dessus, la constante de Michaelis s'écrit :

o« _ktk _[E][S]
ok [ES]

L'équation générale de Michaelis-Menten est la suivante :

_ Vou|S]
=Tl
Ky +[S]
La linéarisation de Lineweaver-Burk en double inverse s'écrit :
1_K, -1 4 1

Voo Voo [S] Vo
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. . . , . K ' S T , 1
On obtient ainsi une droite de pente égale a ” M_ et dont I'ordonnée a l'origine est égale a——.

max Vmax

Cette équation permet de connaitre les constantes Kj, et V,.x d'une enzyme en I'absence de
I'inhibiteur (Figure 98).

1V,

max

1N

max

- 11Ky 17Ky, 1/S

Figure 98 - Représentation de Lineweaver-Burk

Lorsque I'on ajoute un inhibiteur I a différentes concentrations, I'allure des droites du
diagramme de Lineweaver-Burk n'est pas la méme selon le type d'inhibition. Les pentes, les
ordonnées a l'origine et l'intersection des différentes droites sont caractéristiques de chaque type
d'inhibition que nous allons présenter brievement.

i. Inhibition compétitive

Un inhibiteur compétitif entre en compétition avec le substrat naturel de I'enzyme pour se
fixer sur le méme site enzymatique (Figure 99).

S I
E+P ES E El

o 0, >0

[l

Substrat Inhibiteur / Sans inhibiteur
1/VmaX

o L&~ =

Produit - 1/KM - 1/KMapp2 1Ky 1/8

Enzyme

Figure 99 — Mode d’action d’un inhibiteur compétitif (a gauche) et diagramme de Lineweaver-Burk
correspondant (a droite)

L'équation de Michealis-Menten est la suivante, ou K; est la constante de dissociation du complexe
E1:%%

Vmax [S ]

(1 +[I§—]) Ky + [S]

Ce mode d'inhibition se traduit par une vitesse maximale inchangée car un excés de substrat

V0=

déplace I'inhibiteur, mais la constante Ky augmente car l'affinité de I'enzyme pour son substrat
diminue avec la présence de l'inhibiteur, a mesure que sa concentration augmente. Ainsi pour

chaque concentration en inhibiteur, on définit la constante Ky q,,, avec Ky g5, = (1 + Z—]) Ky.La
représentation de Lineweaver-Burk pour ce type d’inhibition est illustrée sur la Figure 99.
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ii.  Inhibition incompétitive

Un inhibiteur incompétitif ne peut interagir qu'avec le complexe ES (Figure 100). L'interaction
du substrat avec I'enzyme induit un changement de conformation qui permet alors la fixation de
linhibiteur.**

E+P
1V, >l
Substrat 0 > [0,
Inhibiteur (i, N
Sans inhibiteur
S T 1Nmaxapp2----............
Enzyme H I ....... 1Nmax
- I
. Produit 1K tapp2 1Ky, K s

Figure 100 - Mode d’action d’un inhibiteur incompétitif (a gauche) et diagramme de Lineweaver-Burk
correspondant (a droite)

L'équation de Michaelis-Menten pour ce mode d'inhibition est la suivante:

Vo = Vimax [S]
B [1] - K
1+ K [S]+ ) +Mm
K;

Cette équation conduit a la représentation graphique caractéristique illustrée sur la Figure 100,

. K V; . , \
ot Ky app = ﬁ et Vinax,app = L‘E L'affinité de I'enzyme pour son substrat augmente, a
K; K;

cause de la formation de ESI qui déplace I'équilibre en faveur de la formation du complexe ES,

donc Kwu,app diminue. La vitesse V4 qpp diminue également a mesure que la concentration en
inhibiteur augmente.

iii. Inhibition non-compétitive pure ou mixte
Un inhibiteur non-compétitif peut aussi bien se fixer sur I'enzyme seule que sur le complexe
enzyme-substrat (Figure 101). Ainsi son site de fixation n'est pas en compétition avec le substrat
et un exces de substrat ne peut pas déplacer I'inhibiteur. L'inhibiteur entraine une modification

de la conformation du site actif du substrat, empéchant la formation du produit mais n'influe pas
sur la reconnaissance entre I'enzyme et le substrat, permettant la formation du complexe ESL**

E =—— ES — E+P

|, I

El =—— ESI
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Produit

Enzyme 1/\/0 (> 14
i
I
H Inhibiteur [l
| [,
Wonaappz 7 22 / Sans inhibiteur
1Nmax
- 1Ky 1Ky 1/S

Figure 101 - Mode d’action d’un inhibiteur non-compétitif (a gauche) et diagramme de Lineweaver-Burk
correspondant (a droite)

L'équation pour ce mode est :

il 41 o _IB ., _ [BSI]
OUC(—l‘l‘E,a —1+F,Kl— [EI] etKl — [ESI],

I'inhibiteur pour E et pour ES respectivement.

Ki et K traduisent l'affinité de

i

La représentation de Lineweaver-Burk en double inverse aboutit au graphe de la Figure 101.

_ Vmax

a
Avec Ky app = ;KM et Vinax.app = -

La Figure 101 représente le cas ou les affinités de l'inhibiteur pour I'enzyme et pour le
complexe ES sont identiques. La valeur de K, n'est alors pas modifiée puisque l'inhibiteur
n'‘empéche pas le substrat de se fixer, en revanche la vitesse maximale est impactée par la
concentration en inhibiteur puisqu’un exces de substrat ne peut pas déplacer I'inhibiteur. Dans le
cas ou les affinités de l'inhibiteur pour E et pour ES ne sont pas identiques, alors l'intersection des
droites n'est pas sur l'axe des abscisses et a chaque concentration en inhibiteur, la valeur de

Ky ,app st modifiée. On parle d'inhibition non-compétitive mixte.

c. Résultats

Nous avons obtenus les graphes de Michalis-Menten et de Lineweaver-Burk pour le composé
194 (Figure 102). Le diagramme de Lineweaver-Burk (Figure 102 — B) nous montre qu’en présence
d'un exces d'ATP, l'activité d'Aurora B diminue a mesure que la concentration en inhibiteur
augmente, nous indiquant que cet inhibiteur n’est donc pas en compétition avec I'ATP. De plus,
I'augmentation de la concentration en inhibiteur est liée avec I'augmentation de la constance de
Michaelis Ky 4, Ce qui traduit une moins grande affinité de I'enzyme pour son substrat (ATP). Ces
résultats nous montrent donc que l'inhibiteur 194 se lie a un site allostérique en dehors de la
poche ATP, et que I'affinité de l'inhibiteur n'est pas identique entre la kinase Aurora B libre et la
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kinase Aurora B liée a I'ATP. Comme présenté dans les points précédents, ceci correspond a une
inhibition non-compétitive mixte. La méme observation a été faite avec I'analogue 164
comportant le bicycle imidazo[1,2-a]pyridine (ICso = 46.8 nM) (voir annexes 1-A et 1-B).

A Michaelis-Menten data
400000 - - 2
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Figure 102 - A : Profil cinétique de Michaelis-Menten pour Aurora B avec I'activité en RLU; B : courbes de
Lineweaver-Burk de 1/ADP exprimées en RLU (Relative Light Unit) en fonction de 1/ATP (uM) pour pour
Aurora B et le composé 194, la zone d’intersection des droites est agrandie sur la figure de droite

La réécriture de I'équation de Michealis-Menten avec les vitesses maximales apparentes
Vmaxapp €t les constantes Ky .pp €t sa linéarisation s'écrivent comme suit:

B [S]
Vo = Vinax,app- m

1 a' N aKy 1
VO Vmax Vmax . [S]

Ainsi nous avons acces aux valeurs (Tableau 25) :

aKy
-y par la pente,

max
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al P g o .
- par I'ordonnée a l'origine
max
ar - . . , .
i par lintersection des droites avec l'axe des abscisses pour chacune des
M

concentrations en inhibiteurs.

, . V; a
Nous en déduisons alors (Tableau 25): Vinax,app = ";j‘x et Kuapp = o, - Ku

KM,app 1

Les régressions linéaires des droites et en fonction de la concentration en

max,app max,app

inhibiteur [I] nous permettent de déterminer les valeurs de K; et K/ avec les équations
suivantes (Figure 103):

KMapp _ Km + Km m
Vmax,app Vinax Vimax Ki
1 1 1 [1
= + =
Vmax,app Vinax Vinax Ki

Tableau 25 - Données relatives au diagramme de Lineweaber-Burk du composé 194

1] 2uM 1uM 0.5 uM 0.1 uM 0uM
Ky 7.866.10 4.588.10* 2.557.10* 5.202.10* 3.647.10*
Vinax

!

a 7.411.10° 8.330.10°° 4423.10° 2.752.10°° 2.133.10°
Vinax
@ 9.421.10°3 1.816.107° 1.730.10° 5.290.10° 5.847.10°?
aKy

Vinax.app 1.349.10° 1.201.10° 2.261.10° 3.634.10° 4.689.10°
Ku.app 1.061.102 5.508.10* 5.781.10! 1.89.101 1.71.10*

Avec les valeurs obtenues graphiquement a partir des droites A et B de la Figure 103, nous
trouvons les valeurs de K; de 111 nM et de K;" de 493 nM en considérant seulement trois points
sur cette deuxiéme droite pour obtenir une régression linéaire avec r* > 0.99. Les valeurs obtenues
par le logiciel GraphPrism a partir de I'intégralité des données sont de 116 nM et 430 nM, ce qui
est cohérent avec nos calculs précédents. Le fait que K;soit inférieur a K;’ (K; < K{') traduit une plus
grande affinité de I'inhibiteur pour la kinase libre « E » que pour le complexe enzyme-ATP « ES ».
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Figure 103 - Graphiques pour la détermination de Ki et Ki’

Comme il a été souligné dans le chapitre I, le mode d’inhibition le plus fréquent parmi les
inhibiteurs de kinases est ATP-compétitif. Pour Aurora B, il semble que trés peu d’exemple n‘aient
été décrits comme non-compétitif mixte a ce jour. Le seul exemple d'un inhibiteur non-ATP-
compétitif annoncé dans la littérature est un dérivé du résorcinol, inhibiteur dual d’Aurora A et
B.1*? Il semble que l'inhibition d’Aurora A se fasse de facon allostérique & deux sites potentiels
dont un éloigné du site ATP. En revanche, pour ce qui concerne Aurora B (ICso = 40 uM), le docking
présenté montre une interaction au niveau des résidus trés proches au site ATP. Ainsi il s'agirait
davantage d'une inhibition de type II ou de type IIl. Le composé 194 et ses dérivés proches
représentent donc des composés tres intéressants d'un point de vue pharmaceutique. En effet, ils
pourraient permettre de les comparer aux inhibiteurs compétitifs en termes d'efficacité et aussi
pour des traitements en combinaison afin d'évaluer si cette double inhibition d'une méme cible
peut étre synergique. De plus, il serait intéressant d'étudier si ce type d'inhibiteur non-ATP-
compétitif provoque a terme de la chimiorésistance en comparaison aux inhibiteurs ATP-
compétitif, soit par la kinase elle-méme qui pourrait muter soit par la cellule, qui s'adapterait par
mécanismes de détoxifications des molécules exogenes ou par compensation. En effet, des
phénomenes de résistances d'inhibiteurs ATP-compétitifs d'Aurora B ont été décrits, comme pour
ZM447439,3%%% oy AZD1152.*® C'est pour cela que des inhibiteurs ne ciblant pas le site actif de
I'ATP d’'Aurora B peuvent étre pertinents comme outils biologiques. En effet, I'étude des
mécanismes biologiques nécessite des inhibiteurs tres sélectifs afin d'étudier des phénotypes trés
fins. Les inhibiteurs ATP compétitifs peuvent manquer de sélectivité pour des études qui
requierent une telle précision. Pour éteindre l'activité d'une protéine sélectivement des
manipulations génétiques ou de siRNA sont utilisées. Cependant, il se peut que ces méthodes
affectent aussi d'autres acteurs des mécanismes étudiés et provoquent un biais, ce que I'inhibiteur
allostérique n'engendre pas ou beaucoup moins.

2. Sélectivité

Le composé 194 a été testé sur un panel de kinases plus large afin de progresser dans
I'évaluation de sa sélectivité. Ce produit a été évalué a 1 uM sur I'activité inhibitrice des kinases
du DiversityPanel® proposé par Eurofins qui compte cinquante-huit kinases. Les résultats sont
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présentés sur la Figure 104, ou toutes les kinases du panel sont celles indiquées en noir. Les
pourcentages d'inhibition sont symbolisés par les cercles rouges. Si aucun point n’est visible pour
une kinase, c'est que le pourcentage d'inhibition est de 0 %. L'histogramme de la Figure 105
regroupe toutes les valeurs d'inhibition. Parmi les cinquante-huit kinases, trente-deux ne sont
inhibées qu’'entre 0 et 5 %, dix entre 5 et 10 % et dix kinases entre 10 et 20 %. Au-dela de 20 %
d'inhibition, seules six kinases sont concernées, dont cing en dessous de 41 %. La seule kinase
fortement inhibée sur ce panel est Aurora A a hauteur de 79 %, un des trois membres de la famille
Aurora, qui est, comme il a été vu au premier chapitre, tres proche d'Aurora B structuralement.
Bien que les expériences aient été effectuées avec des protocoles différents, on peut mettre en
paralléle a 'inhibition d'Aurora A, le pourcentage d'inhibition d'Aurora B avec le composé 194 a
1 uM qui est de 92 %.
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Figure 104 - Kinome humain avec les kinases testées sur le DiversityPanel®, réalisé avec KinMap
(http://www.kinhub.org/kinmap/)

Ces résultats sont tres encourageants puisqu’ils montrent que méme sur un plus large panel
de kinases, le composé chef de file 194 est sélectif. Ceci est cohérent avec le résultat
précédemment obtenu, en appuyant le fait que le composé n’est pas un inhibiteur ATP-compétitif.
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Figure 105 - Pourcentages d’inhibition pour I'ensemble des kinases du panel

3. Modélisation moléculaire

920

Des études de modélisation moléculaire /n silico ont été réalisées a I'ICSN par Bodgan lorga

et Hristo Nedev afin d’explorer le site potentiel de fixation du produit 194 dans la kinase Aurora

B. Les structures cristallines connues a ce jour pour Aurora B ne concernent que des ligands ATP-

compétitifs, nécessitant une étude approfondie des structures cristallisées connues d'Aurora A et

B. Environ deux-cent-cinquante structures de ces deux kinases ont été utilisées. Puisqu'Aurora A

est structuralement proche d'Aurora B et que I'inhibiteur 194 a présenté une activité sur Aurora

A lors du criblage DiversityPanel®, il a semblé pertinent d'utiliser les données disponibles pour

Aurora A dans cette étude en plus de celles concernant Aurora B. De plus, des inhibiteurs

allostériques d’Aurora A sont décrits dans la littérature et dont les structures cristallines de certains

des complexes sont connues.
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Trois sites distincts allostériques F, W et Y sont identifiés pour Aurora A,*3*4%6407

ainsi que leur
équivalent pour Aurora B.>>4% Mcintyre et a/ ont mis en évidence que le site W était peu
spécifique.*®® Ainsi le docking du composé 194 a été réalisé avec les sites F et Y & partir de la
structure cristallisée d'Aurora B avec VX-680 (PDB 4AF3).4%% Un seul cluster a été obtenu pour le
site F tandis que plusieurs |'ont été pour le site Y. C'est-a-dire que pour un méme site, les poses
de fixation possibles de la molécule sont tres proches, et donc plus probables, ce qui forme un
unique cluster. De surcroit, pour les modélisations de l'inhibiteur dans le site Y, les atomes de
brome sont exposés vers la région du solvant, et ce pour tous les clusters obtenus de ce site, ce
qui ne semble pas étre cohérent avec nos résultats. Bien qu’on ne puisse pas formellement exclure
ce site, le composé 194 est bien plus susceptible d'interagir avec le site F. Les sites F et Y s'averent

étre éloignés du site de I'ATP, ce qui indique que le mode d'inhibition serait de type IV.#0

Dans ce modéle, le ligand 194 et le site F présentent une trés bonne complémentarité
structurale (Figure 106 - C). Comme représenté sur la Figure 106 (A et B), les études de docking
ont permis de mettre en avant les interactions potentielles entre la kinase et le ligand 194. Dans
cette modélisation, le noyau imidazo[1,2-a]pyridine se situe dans une poche hydrophobe formée
par les résidus Phe72, Phe77, PhelOl, Vall03, Tyrl41l et Ile153. De plus, des interactions de -
stacking s'établissent probablement avec les résidus Phe72 et Tyrl4l. Le 4,5-dibromopyrrole
s'étend dans une deuxiéme cavité hydrophobe entourée par les résidus Ille126, Alal30 et Leul40.
L'oxygene de I'amide établit une liaison hydrogene avec la chaine latérale de Arg139. Deux autres
liaisons hydrogenes s'établissent d’'une part entre le N-H de I'amide et 'oxygene du squelette de
Tyrl4l, et d'autre part entre le N-H du pyrrole et I'oxygene de Leul40.

o\

X

Ala130
Leu140

lle126

Figure 106 — A et B : Docking de 194, représenté en rose dans le site allostérique F d’Aurora B en bleu (PDB
4AF3). Les liaisons hydrogénes sont représentées en orange. C : illustration de la complémentarité structurale
avec la kinase.
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Figure 107 - A : Représentation du composé VX-680 (en jaune) dans le site ATP d’Aurora B ; B : Vue de la
kinase tournée a 180 ° avec le site allostérique de 194 (en rose) ; INCENP est la protéine en jaune

La localisation du potentiel site allostérique mis en avant par les études de docking est
présentée sur la Figure 107 — B, en comparaison au site ATP occupé par l'inhibiteur VX-680 de la
Figure 107 — A. Il semble que I'inhibiteur 194 se situe a l'interface entre Aurora B et INCENP, et
pourrait donc étre un inhibiteur d'interaction protéine-protéine de type IV. Ces éléments tres
encourageants viennent renforcer |'intérét de cet inhibiteur. Cependant, seule la co-cristallisation
de la kinase avec l'inhibiteur peut valider notre hypothése. Ainsi, une collaboration avec I'équipe
du Dr. A. Jeyaprakash Arulanandam, spécialisée dans |'étude des mécanismes de la division
cellulaire et de la cristallisation des complexes protéiques a I'Université d’Edimbourg, s'est établie
afin de co-cristalliser Aurora B avec l'inhibiteur 194. Les premieres expériences mises en ceuvre
ont consisté a mettre en solution un cristal d’Aurora B-INCENP avec I'inhibiteur 194. Cependant,
ce dernier n'a pu s'intégrer a la structure, ce qui peut laisser penser qu'il s'agit effectivement bien
d’'un inhibiteur de l'interaction protéine-protéine entre Aurora B et INCENP. En effet, I'interaction
entre Aurora B et INCENP étant déja établie et figée au sein du cristal, le site de fixation de
I'inhibiteur est bloqué et pas accessible a l'inhibiteur. De nouvelles tentatives sont en cours pour
n’utiliser qu'Aurora B sans son co-facteur afin que I'inhibiteur puisse se placer, s'il s'agit bien d'un
inhibiteur protéine-protéine. De la méme facon, des expériences de chromatographie d'affinité
devront étre conduites afin d'analyser I'effet de 194 sur la liaison entre Aurora B et INCENP.
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4. Effets sur la progression du cycle cellulaire

Afin de comprendre comment l'inhibiteur 194 affecte la progression du cycle cellulaire de
cellules traitées, nous avons quantifié leur contenu en ADN par cytométrie en flux. Les cellules
somatiques sont diploides, avec un contenu en ADN de 2n. Au cours de la phase de réplication
de I'ADN (phase S) le matériel génétique est doublé, augmentant la quantité d’ADN de 2 a 4n,
faisant passer les cellules en phase G2, puis rapidement en division cellulaire (Figure 108 — A et B).

A Quantité B Nombre
ADN de cellules

Réplication

de '’ADN G1
4N ............................. :

: G2/M
2N N IR S
G1 S GZ M ;
Temps 2N 4N

Interphase Mitose Intensité de fluorescence

= Quantité d'ADN

Figure 108 - A : Quantité d’ADN tout au long du cycle de la division cellulaire selon les différentes phases ; B :
Profil obtenu par analyse FACS du nombre de cellules en fonction de la quantité d’ADN sans inhibiteur

a. Méthode

1.10° cellules K562 sont ensemencées en plaque 12 puits dans du milieu RPMI 1640 complet.
Apres 24 h, les cellules sont traitées avec six doses décroissantes de 194 : 50, 20, 10, 5, 2 et 1 uM.
Pour rappel, 'ECso de ce composé sur cette lignée est de 22 pyM. Apres 24 h, 48 h ou 72 h
d'incubation avec l'inhibiteur, les cellules sont collectées par centrifugation et lavées dans du PBS.
Elles sont ensuite fixées avec de I'éthanol glacé a 70 %, perméabilisées et incubées dans du PBS
contenant de la ARNase A pour éviter que le fluorochrome ne se fixe a 'ARN et ne génére du
bruit de fond lors de I'analyse. Enfin les cellules sont traitées avec le fluorochrome, qui est un
agent intercalant de I'’ADN, ici I'iodure de propidium, qui se fixe de facon stoechiométrique entre
les bases des acides nucléiques. Ensuite, le contenu en ADN de chaque cellule de la population
traitée est analysé par cytométrie de flux (FC500, Beckman Coulter).

La cytométrie de flux est une méthode optique qui permet la quantification des cellules et
leurs composantes. Dans le cytometre, les cellules en suspension sont entrainées dans un flux
liquide et chaque cellule passe dans une chambre d'analyse devant un faisceau laser. L'appareil
mesure la lumiére dispersée par chacune des cellules et la fluorescence émise. Ceci permet de
dénombrer les cellules ainsi que de détecter leur taille et leurs propriétés de surface comme la
granulation. La fluorescence quant a elle permet |I'étude des composantes marquées de la cellule,
ici en I'occurrence, 'ADN marqué par I'iodure de propidium.
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b. Résultats

Les graphes de dose-réponse a 24 h et 48 h sont présentés sur la Figure 109. Apres 24 h de

traitement avec le composé 194 a 1 et 2 uM, il n'y pas d'effet sur la répartition de la quantité de

cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire comparé au contrdle. L'effet sur le cycle

commence a partir de la dose de 5 uM, ou a 24 h on observe une augmentation significative du

nombre de cellules avec 4n chromosomes qui apparait bien plus marqué a 48 h. Aux plus hautes

doses, nous observons |'apparition d'un pic 8n, plus nettement marqué a 48 h. Des temps plus

longs d’expérience n‘ont pas montré des taux en ADN supérieur a 8n mais davantage de mort
cellulaire. Les résultats obtenus pour le controle positif ZM447439 (Figure 111) montrent un profil

proche de notre composé 194, avec un effet plus marqué de cellules en 8n.
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2n 4n
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8n

5105 M
2.105M
1.105 M
5.10M
2.10%M
1.108 M
Contréle (DMSO 1/100)
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411

2n 4n 8n
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5.10%M
2.10%M
1.105M
5.10° M
2108 M
1.106 M
Contréle (DMSO 1/100)

Figure 109 - Analyses FACS en fonction de la dose a 24 et 48 h d’incubation avec le produit 194
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Figure 110 - Quantité d’ADN mesurée pour le composé 194 incubé 24 h a 20 yM
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Figure 111 — Analyses FACS pour le contréle positif avec ZM447439 a 24 h d’incubation

Les résultats mettent en évidence I'effet du composé 194 sur la polyploidisation des cellules
avec un effet net en fonction de la dose. Notre composé 194 est responsable de I'augmentation
de la proportion de cellules polyploides, ce qui est cohérent avec I'inhibition d’Aurora B. En effet,
I'inhibition de cette kinase interfere avec la progression du cycle cellulaire, notamment avec
I'échec de la cytodiérése.***" Les cellules voient ainsi leur quantité d’ADN doubler puisque les
deux cellules filles ne réussissent pas a étre séparées. Sur des temps plus longs, nous observons
méme des cellules a 8n, ce qui signifie que des cellules ont de nouveau dupliqué leur matériel
génétique a partir d'un contenu initial en ADN de 4n.

L'aspect visuel des cellules observées au microscope apres deux puis six jours d'incubation
avec 194 a 100 pM est cohérent avec ce phénomene de polyploidie (Figure 112). En effet, apres
deux jours d'incubation, les cellules présentent une taille environ deux fois celles du contrdle.
L'effet est d'autant plus marquant apres six jours comme illustré sur la Figure 112 par les cercles

rouges. Ce phénotype est effectivement retrouvé en cas d'inhibition d’Aurora B.**
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Figure 112 - Cellules (K562) observées au microscope apreés 2 et 6 jours d’incubation avec 194 a 100 pyM

5. Mise en évidence de lI'inhibition d'Aurora B par immunomarquage

a. Inhibition de la phosphorylation de I'Histone H3 par le composé 194

L'effet du composé 194 sur l'activité endogene d'Aurora B a été évaluée par
immunofluorescence afin de valider qu’Aurora B est bien la cible biologique de nos inhibiteurs.
Comme il a été détaillé dans le premier chapitre, I'histone H3 est un substrat naturel d’Aurora B
et sa phosphorylation sur la sérine 10 est un biomarqueur spécifique de I'activité d’Aurora B.**>*1°
Ces expériences ont été réalisées a la Station Biologique de Roscoff ou j'ai pu étre encadrée et
formée par le Dr Sandrine Ruchaud.

Les cellules adhérentes U-20S (ostéosarcome) ont été traitées par I'inhibiteur 194 a 10 et 2.5
UM, ZM447439 (inhibiteur de référence pour Aurora B) a 1 uM et avec du DMSO (0.25 %) pour
le controle négatif. Aprés 16 h de traitement, les taux de phospho-H3S10 (H3S10ph) ont été
évalués par immunomarquage a l'aide d'anticorps spécifiques apres fixation au paraformaldéhyde
(PFA) et perméabilisation (Figure 113).

Sur la Figure 113 — A, sont présentées des cellules en métaphase traitées au DMSO, avec 194
a 10 uM et ZM447439 a 1 uM. L'ADN a été marqué au DAPI en bleu, le cytosquelette est mis en
évidence par le marquage de la tubuline en rouge et la sérine 10 phosphorylée de |'Histone 3
(H3S10ph) en vert, avec les anticorps correspondants. Pour le contréle, le signal H3S10ph est bien
visible sur les chromosomes, tandis que dans les deux autres cas de cellules traitées avec les
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inhibiteurs, le signal disparait complétement. Le signal H3S10ph apparait donc significativement
réduit par les produits 194 (10 uM) et ZM447439 (1 uM) comparé au contréle. Cette observation
a pu étre quantifiée, par analyse d’'image sur un nombre significatif de cellules (n = 20), avec la
détermination du ratio du signal H3S10ph versus le signal du DAPI sur la Figure 113 - B. La
réduction du signal H3S10ph est la plus importante pour 194 a 10 uM et ZM447439 a 1 uM.
L'effet est moins marqué a 2.5 uM pour 194. Les résultats obtenus montrent bien que 194 inhibe
I'activité endogéne d'Aurora B dans les cellules cancéreuses U-20S.*"” Cependant, bien que le
composé 194 soit presque quatre fois plus actif que ZM447439 sur la kinase recombinante (34
nM et 127 nM respectivement), il doit étre environ dix fois plus concentré pour observer une
inhibition avec un effet similaire a ZM447439 dans les cellules. Cette différence peut provenir de
plusieurs facteurs comme une moins bonne solubilité aqueuse, une affinité plus faible pour les
membranes plasmiques lipidiques ou encore une moins bonne stabilité /n ce/lulo ou dans le milieu

de culture.
C a-Tubulin
o 041
5 .
COﬂtl’Ol .(_5303- *
7]
o oo
= o
1894|\/| = *est aat
< ° Pe
H g 0.1 o
ol ape i s
ZM447439 e § Q@ §
1uM S Y o
S
N N QD
W
VvV

Figure 113 - Evaluation de I'activité d’Aurora B dans les cellules par immunomarquage. A :
immunofluorescence des cellules U-20S traitées au DMSO, avec 194 (10 uM) et ZM447439 (1 pM) en
métaphase ; B : Quantification du signal H3S10ph par rapport au signal du DAPI

b. Impact sur I'index mitotique

Les index mitotiques ainsi que la proportion de cellules en début (prométaphase-métaphase)
et fin de mitose (anaphase-télophase) ont été quantifiés apres 16 h d'incubation avec les
inhibiteurs 194 (10 et 2.5 uM) et ZM447439 (1 uM). L'index mitotique correspond au rapport
entre le nombre de cellules en mitose sur le nombre de cellules totales. 500 cellules de trois
expériences indépendantes ont été comptées par examen visuel au microscope. L'index mitotique
a été calculé en divisant le nombre de cellules en mitose par le nombre total de cellules comptées.
Pour les ratios début et fin de mitose, 200 cellules en mitose ont été comptabilisées sur trois
expériences indépendantes.

Pour les cellules traitées par ZM447439 et 194 a la plus forte dose, nous observons une
augmentation du nombre de cellules en mitose par rapport au contréle : 7.1 et 7.6 % contre 4.5

% respectivement (Figure 114 — A). L'augmentation de l'index mitotique traduit un retard dans la
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mitose, souvent di a des erreurs d'alignement des chromosomes, ceci ralentit les cellules qui
s'accumulent en début de mitose. Ceci a été quantifié et est présenté sur la Figure 114 — B. Pour
les deux populations de cellules traitées par 194 a 10 uM et ZM447439 a 1 uM, une plus grande
proportion de cellules mitotiques se trouve en début de mitose plutét qu’en fin de mitose. Le
controle présente 34.1 % de cellules en fin de mitose contre 6.5 % pour 194 et 9 % pour
ZM447439. Ce phénotype se retrouve lorsqu'Aurora B est inhibée.**3*® Dans notre cas,
I'augmentation de l'index mitotique suite a l'inhibition d'Aurora B est modérée. En effet,
I'inhibition d'Aurora B affaiblit aussi le point de contréle SAC ce qui pousse les cellules a passer
plus rapidement a I'anaphase puis a sortir de la mitose. On observe ainsi le résultat de I'addition
de ces deux effets (erreurs d'appariement + point de controle affaiblit) qui s‘annulent

partiellement.
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Figure 114 - Effets des composés sur la mitose des cellules U-20S. A : Quantification des index mitotiques des

cellules traitées avec 194 (10 et 2.5 uM) ou ZM447439 (1 uM) ou DMSO (contréle) pendant 16 h (moyennes de

trois expériences indépendantes) ; B : Quantification du nombre de cellules en début et fin de mitose pour les
cellules traitées comme pour A (moyennes de trois expériences indépendantes)

c. Mise en évidence du phénotype cellulaire avec I'inhibition d’Aurora B

Des défauts de mitose caractéristiques de l'inhibition des kinases Aurora ont pu étre
observés lors du marquage de H3S10ph, apres 16 h d'incubation avec les composés 194 et
ZM447439 (Figure 115).**° On peut voir au cours de I'anaphase (Figure 115 — A) pour les cellules
traitées par les inhibiteurs, des chromosomes perdus (pointés par les fléches).*! Ces
chromosomes n‘ont pas été correctement appariés, la progression du cycle cellulaire ayant fini
par échapper au point de contréle, I'anaphase s'enclenche entrainant la tractation des
chromosomes aux pdles opposés, en ayant perdu une partie du matériel génétique.
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Sur la Figure 115 — B nous pouvons observer lors de la télophase des ponts chromosomiques.
Il s'agit de chromosomes dont un des centromeéres est reliés aux deux poles en méme temps ou
bien de chromosomes dicentriques présentant deux centroméres a des sites distincts.*?? Ils sont
dus aux erreurs d'appariements et a l'incapacité d’Aurora B a les corriger et a bloquer I'avancée
du cycle dans ces circonstances.”®*? Le sort des ponts chromosomiques est multiple. Les
chromosomes concernés peuvent étre cassés lors de la cytokinese conduisant a des cellules
aneuploides, ou bien la cytokinése échoue donnant lieu & des cellules tétraploides.****** Il peut
également se former un micro-noyau autour du pont chromosomique qui est ainsi exclu des
noyaux des deux cellules filles.

A » a-Tubulin

DMSO

194
10 uM

ZM447439
1 uM

B a-Tubulin

DMSO

194
10 uM

ZM447439
1 uM

Figure 115 - Immunomarquage des cellules U-20S traitées avec du DMSO, 194 (10 uM) et ZM447439 (1 pM)

pendant 16 h, I'’ADN est marqué en bleu (DAPI), a-Tubuline en rouge et H3S10ph en vert. A : cellules en
anaphase ; B : cellules en télophase
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Afin d'analyser |'effet de I'inhibition d'Aurora B par 194 ou ZM447439 sur la localisation
de la kinase, les cellules U-2-OS ont été fixées aprés 24 h d'incubation avec les inhibiteurs ou le
DMSO puis Aurora B a été marquée en vert et |' « -tubuline en rouge avec des anticorps
spécifiques et 'ADN en bleu (DAPI) (Figure 116). Pour les cellules contrdles, on observe qu'Aurora
B est concentrée aux centromeres en prométaphase. En revanche pour les cellules incubées avec
194 ou ZM447439, le signal d'Aurora B est beaucoup plus diffus le long des chromosomes,
traduisant une délocalisation de la kinase sur les bras chromosomiques. En effet, Aurora B est en
partie responsable de sa localisation en début de mitose aux centromeres par auto-
phosphorylation, ainsi son inhibition se traduit par une mauvaise localisation.®*** Le marquage
de la tubuline met en évidence une importante perturbation du fuseau bipolaire avec des cellules
multipolaires. Ce phénotype traduit une déstabilisation des poles ou encore les échecs de
cytodiérese qui ont conduit a la formation de cellules polyploides.

a-Tubulin

194
10 pM

ZM447439
1uM

Figure 116 —-Marquage par immunofluorescence des cellules U-20S en prométaphase traitées avec 194 (10
HM), ZM447439 (1 pM) ou au DMSO pendant 24 h. Aurora B est marquée en vert, I’ a -tubuline en rouge et
I’ADN en bleu

Ces résultats montrent que notre inhibiteur 194 inhibe bien directement Aurora B dans la
cellule, et impacte par conséquent sa localisation, la structure du fuseau et des pdles, I'alignement
des chromosomes sur la plaque équatoriale, leur séparation et pour finir la cytodiérese.

III. Conclusion

Au cours de ce chapitre, le bilan de I'étude des relations structure-activité effectuée grace aux
quatre-vingt-deux nouveaux analogues synthétisés a été récapitulé. L'étude SAR nous a permis
d'optimiser I'activité inhibitrice sur Aurora B et de mettre en évidence les éléments importants
pour cette activité que sont le 4,5-dibromopyrrole, le bicycle imidazo[1,2-a]pyridine et I'alcyne
comme linker.
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Un autre aspect de la thése a été la culture cellulaire et la détermination de la viabilité cellulaire
de I'ensemble des produits. Plusieurs lignées cellulaires ont été cultivées, principalement HCT116
et K562, pour évaluer les composés. Lorsqu’un effet a été détecté, I'ECspa été déterminée sur ces
deux lignées. Dans I'ensemble, les ECso des produits actifs en tests cellulaires sont de I'ordre de la
dizaine de micromolaires. Deux composés parmi les plus actifs ont été évalués sur six autres
lignées cellulaires pour voir si les effets pouvaient étre différents selon la nature des cellules.
Contrairement au composé de référence ZM447439, notre composé 194 s'est montrée actif sur
la lignée résistante a la doxorubicine K562R qui exprime la glycoprotéine P responsable de la
résistance médicamenteuse de certaines tumeurs. Certains des produits actifs sur Aurora B n‘ont
montré aucun effet sur cellules, ce qui peut laisser sous-entendre que leurs propriétés
pharmacocinétiques sont peu compatibles avec le milieu biologique, notamment avec les
problemes de solubilité en milieu aqueux, comme il a pu étre mis en évidence avec dix produits.
Ces dix produits ont été exposés a des microsomes de foie de souris afin d'évaluer leur stabilité
métabolique. Neuf composés sur dix se sont avérés étre métabolisés par les cytochromes P450
en moins d'une heure. De plus, I'nétérocycle imidazo[l,2-a]pyrazine 161 s'est montré
particulierement sensible a la métabolisation, y compris en absence du co-facteur des
cytochromes P450. Le composé 213 qui possede un groupement CF; sur le noyau imidazo[1,2-
a]pyridine en position 7 a quant a lui montré une meilleure stabilité puisqu'il est métabolisé
seulement a hauteur de 47 % apres une heure d'incubation. Ceci ouvre donc la voie a de nouveaux
composés, qui prennent en compte ces aspects physicochimique et métabolique.

Le produit 194, qui est le meilleur inhibiteur de ceux que nous avons synthétisé, a été soumis
a un test de compétition a I'ATP afin de déterminer son mode d'action, qui peut étre extrapolé a
I'ensemble de la série des produits actifs. Ces expériences de doses-réponses croisées ont mis en
évidence un mode d'inhibition non-ATP-compétitif mixte, ce qui signifie que le composé 194 ne
se fixe pas dans le site actif de I'ATP mais dans un site allostérique. A la suite de ce résultat, des
études de modélisation moléculaire ont pu montrer un site potentiel qui a une trés bonne
complémentarité de structure avec le ligand 194. Ceci indiquerait alors une inhibition de type 1V,
c'est-a-dire dans un site allostérique éloigné du site ATP. De plus, il semble fort probable que
I'inhibiteur inhibe I'interaction entre Aurora B et son cofacteur INCENP. Aucune petite molécule
n'a été décrite comme tel pour Aurora B a notre connaissance. En plus de son potentiel comme
agent thérapeutique, ce composé pourrait représenter un outil biologique dans |'étude des
mécanismes cellulaires impliquant Aurora B.

Ce mode d'inhibition explique ainsi la bonne sélectivité du composé sur le panel de kinases
de la plateforme KISSf. Ce panel d’'une dizaine de kinases a été élargi a cinquante-huit kinases
avec un criblage a 1 uM sur le DiversityPanel® (Eurofins). La majorité des kinases du panel n‘ont
pas été inhibées a plus de 25 %, seules deux I'ont été a 34 et 40 % (LYN et GSK3p respectivement).
Une seule kinase s'est démarquée au cours de ce criblage, il s'agit de la kinase Aurora A qui elle
a été inhibée a hauteur de 79 %.

Le composé 194 a également montré qu'il affecte bien le cycle cellulaire en fonction de la
dose avec une forte accumulation des cellules avec un contenu en ADN de 4n a 24 h, allant jusqu'a
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8n apres 48 h d'incubation sur les cellules non adhérentes K562, en cohérence avec l'activité
essentielle d’Aurora B dans le processus de cytokinese. Des expériences d'immunomarquage par
fluorescence ont été réalisées sur les cellules U-20S avec l'inhibiteur 194. Par la quantification du
signal émis par le substrat naturel phosphorylé par Aurora B nous avons mis en évidence
I'inhibition d'Aurora B spécifiquement. Ces expériences ont également permis d'observer le
phénotype cellulaire résultant, avec les erreurs d'appariements, de ségrégation et de cytodiérese.
L'impact sur I'index mitotique et I'accumulation des cellules en début de mitose ont de la méme
facon été quantifiés. Il est a noter qu'aucun autre phénotype, a part ceux connus pour une
inhibition d'Aurora B et éventuellement Aurora A, n'a été détecté, en cohérence avec la sélectivité
élevée de 194.

Le composé 194 est le composé le plus actif de notre librairie parmi les quatre-vingt-deux
analogues avec une ICs, sur Aurora B de 34 nM. Sa solubilité trés moyenne et sa faible stabilité
métabolique sont des voies a travailler vers des composés alliant son activité inhibitrice avec des
propriétés pharmacocinétiques plus compatibles avec un potentiel candidat médicament. Ce
composé qui est un inhibiteur non-compétitif mixte de I'ATP est particulierement sélectif de la
kinase Aurora B et potentiellement aussi d’Aurora A. Il induit bien chez les cellules cancéreuses
un phénotype caractéristique de I'inhibition d'Aurora B.
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Conclusion Générale

L'objectif de ce travail de recherche a été de synthétiser des analogues d'EL228, composé
identifié au cours d'un criblage d’'une chimiotheque de I'équipe, comme hit sur la kinase Aurora
B avec une ICsg de 5 uM (Figure 117). Le composé EL228 est issu d'un projet de simplification de
la benzosceptrine C, un métabolite secondaire de la famille des pyrrole-2-aminoimidazoliques
isolé au laboratoire de I'éponge marine Agelas Dendromorpha. Un apercu de cette famille de
molécules est donné dans le chapitre I. Ces métabolites comportent des fragments structuraux
pyrrolique et imidazolique d'un grand intérét en chimie thérapeutique. La cible biologique
principale de mon travail est une kinase appartenant a la famille Aurora, qui compte trois
membres, Aurora A, B et C. Ces kinases sont impliquées dans la division cellulaire et orchestrent
différentes étapes de la mitose. Leurs roles ont également été détaillés dans le premier chapitre
introductif. Ces cibles sont toutes particulierement intéressantes puisqu’elles jouent un role
important dans le développement tumoral. Ces kinases suscitent un vif intérét en oncologie
depuis plusieurs années comme en témoigne le nombre d'inhibiteurs en phase clinique. Pour
autant, aucune molécule n'a encore été approuvée comme médicament a ce jour. Ainsi, nous
avons exploré le potentiel pharmacophore du hit EL228. L'objectif était de trouver des molécules
avec de trés bonnes activités et d'explorer leur mode d’action. Ainsi, nous avons réalisé la synthése
de quatre-vingt-deux analogues dont les évaluations et les études biologiques /n vitro ont permis
de mettre en évidence :

- des analogues actifs a I'échelle nanomolaire

- un mode d'action non-ATP-compétitif mixte sur Aurora B

- le site allostérique probable par modélisation moléculaire comparative
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Figure 117

Avec l'objectif d’améliorer I'activité inhibitrice des composés sur Aurora B, nos travaux de
synthese chimique se sont organisés autour de trois grands axes d'étude visant a moduler
successivement chacune des trois parties de EL228 pour étudier les relations de structure-activité
(Figure 117) :

- PartieI: 4,5-dibromopyrrole (Chapitre II)

- Partie Il : imidazo[1,2-a]pyrimidine (Chapitre III)

- Partie I : alcyne (Chapitre IV)

Enfin, le cinquieme et dernier chapitre de ce travail a porté sur I'étude du mode d’action
biologique des inhibiteurs les plus actifs.
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Les modifications de I'hétérocycle de la partie [, présentées dans le deuxieme chapitre, ont
conduit a la syntheése de onze nouvelles molécules (Figure 118). Les hétérocycles introduits sont
des cycles hétéroaromatiques a cinq chainons ou indoliques. Nous avons examiné l'importance
du noyau pyrrolique, en le comparant a des cycles thiophéne et furane avec les composés 127 et
128 respectivement. Le rOle des substituants sur le pyrrole a aussi été exploré, en y introduisant
des halogenes de nature différente avec les analogues 109 et 110 ou d'autres substituants comme
dans 99¢-d, 103-104, 122.
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Figure 118 - Hétérocycles introduits sur la partie I

Le chapitre III décrit la préparation de vingt-huit dérivés ou le bicycle imidazo[l,2-
a]pyrimidine d'EL228 a été remplacé par des cycles hétéroaromatiques variés et des bicycles
imidazo[1,2-a]N-hétérocyclique (Figure 119).
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Figure 119 - Hétérocycles introduits sur la partie II

Nous avons également préparé vingt-six composés qui résultent de la combinaison des
hétérocycles des parties I et IL.
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Figure 120 — Molécules synthétisés par combinaison des hétérocycles des parties I et II
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Pour finir, les syntheses de seize dérivés avec des linkers variés font I'objet du chapitre IV.
Pour se faire, nous avons choisi d'introduire quatre types de linkers : alcenes, alcane, phényles et
triazoles. L'ensemble de ces produits possedent le noyau 4,5-dibromopyrrole mais incluent
plusieurs hétérocycles au niveau de la partie IL

A A
257-259 296
N=N
/\Q)\ /\©\/ MNJM
275-276, 284-287 288-290 322-324

Figure 121 - Les différents linkers introduits sur la partie III

L'ensemble de ces produits a été évalué /n vitro avec des tests enzymatiques sur un panel
de kinases a la Station Biologique de Roscoff (Figure 122). Les évaluations biologiques nous ont
progressivement guidés dans la conception des inhibiteurs. Ainsi, nous avons pu établir I'étude
SAR autour des pharmacophores (Figure 122). Aucune des pharmacomodulations du noyau
pyrrolique n'a présenté de meilleures activités qu'EL228 sur Aurora B (ICso de 5 uM). L'importance
du N-H du noyau pyrrolique de la partie I a pu étre soulignée par les cycles 4,5-dibromofurane
128 et 4,5-dibromothiophéne 127 qui ne sont pas actifs. Les produits synthétisés nous ont
également permis de démontrer I'importance des deux atomes de bromes. En effet, avec un seul
atome de brome dans 103 ou son absence dans 104, l'activité sur la kinase est perdue. Le
remplacement des bromes par d'autres halogénes ou substituants hydrophobes n'a pas permis
d'améliorer I'activité. Concernant la partie II, I'introduction d’hétérocycles différents du bicycle
imidazo[1,2-a]pyrimidine ne nous a pas permis d'obtenir des analogues actifs. En revanche, le
déplacement de I'azote de la position 8 du hit initial sur les autres positions du cycle dans les
noyaux imidazol[1,2-a]pyridazine 163, imidazo[1,2-a]pyrazine 161 et imidazo[1,2-a]pyridine 164
a permis un gain considérable de I'activité avec des ICs allant de 353 a 47 nM. Les substitutions
sur le bicycle imidazo[1,2-a]pyridine le plus actif ont abouti a des dérivés tres actifs également. Le
composé 194 présentant une amine libre en position 8 est le plus actif de cette série avec une

ICso de 34 nM. Ainsi I'échange de I'azote endocyclique accepteur de liaison hydogene en position
8 par une amine exocyclique accepteur-donneur de liaison hydrogene s'est avéré bénéfique a
I'activité sur la kinase. Sur les positions 6 et 7, l'introduction de substituants est bien tolérée,

comme des méthyles (207 et 208) qui ont une ICs, de 40 et 36 nM. Enfin, la modification de la
partie III (linker) a permis de mettre en évidence l'alcyne comme le linker le plus actif parmi les

autres testés. Bien que les linkers alcenes dans 249 et 250 aient montré des activités de 0.51 et
2.6 M, leurs homologues alcynes se sont avérés étre bien plus actifs. Certains composés parmi
les linkers phényles ont montré de I'activité inhibitrice mais ne se sont pas montrés supérieurs aux
dérivés alcynes également. En revanche, aucune activité n'a été détectée pour les linkers triazoles
et alcanes. Le linker alcyne qui est un lien rigide, droit et trés peu encombré est le plus favorable
pour nos composés en termes d'activité et de sélectivité.
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Bicycle de type imidazo[1,2-g]pyridinique

Atomes de brome

les plus actifs R = Donneur de liaison hydrogéne
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position 6 et 7

Pyrrole essentiel
Figure 122 - Bilan de la SAR

Nous avons pu mettre en évidence par des expériences de doses-réponses croisées que
I'inhibiteur 194 est non-compétitif mixte vis-a-vis d'Aurora B, ce qui en fait un inhibiteur
allostérique. Cette information capitale sur le mode d'inhibition a permis une étude de
modélisation moléculaire, offrant des éléments de réponse complémentaires a I'étude SAR (Figure
123). De plus, le mode d'inhibition de 194 est cohérent avec sa trés bonne sélectivité, testée sur
un panel plus large de cinquante-huit kinases. Seule la kinase Aurora A s'est avérée inhibée par le
composé 194 a hauteur de 79 % a 1 uM. L'activité sur Aurora A n’est cependant pas surprenante
sachant qu'Aurora A et B ont 71 % d’homologie et que leurs sites allostériques se retrouvent dans
les deux kinases.
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Figure 123 - Eléments d'interaction en 2D du composé 194 dans le site allostérique d'Aurora B détectés in
silico
Le dernier axe d'étude a concerné les études pharmacologiques et I'étude du mode
d'action. Les tests de viabilité cellulaire sur plusieurs lignées cancéreuses nous ont permis
d’'obtenir des valeurs ECsy de I'ordre de la dizaine de micromolaire pour les composés actifs et
suffisamment solubles. En effet, des mesures en milieu tamponné biologique sur dix produits ont

mis en évidence des solubilités globalement faibles. La stabilité métabolique de ces dix composés
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a également été évaluée, soulignant pour neuf d'entre eux des stabilités assez faibles car
métabolisés en moins d'une heure par les cytochromes P450. Ces résultats nous indiquent que la
solubilité et la stabilité métabolique des composés sont des aspects sur lesquels nous devons
poursuivre nos efforts d’optimisation. Des analyses de cycle cellulaire avec le composé 194 ont
montré une forte accumulation des cellules traitées avec un contenu en ADN de 4n a 24 h, allant
jusqu'a 8n a 48 h d'incubation. Ce blocage de la division cellulaire est cohérent avec le role
d'Aurora B et les phénotypes résultants décrits dans la littérature. Pour finir, les expériences
d'immunomarquage en présence de l'inhibiteur 194 ont mis en avant I'inhibition d'Aurora B dans
la cellule et nous ont permis de visualiser les conséquences de son inhibition sur le phénotype
des cellules, avec des chromosomes perdus, des échecs de cytokinése et la délocalisation d’Aurora
B au cours de la mitose.
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Perspectives

Les syntheses effectuées et leurs évaluations biologiques /n vitro nous ayant permis
d'établir des éléments de réponses sur les relations de structure-activité du pharmacophore de
départ, il faut désormais intégrer dans le design des prochains analogues les aspects de
pharmacocinétique afin d'optimiser ce lead 194 tout en maintenant la bonne activité inhibitrice
nanomolaire (ICso = 34 nM). En effet, la solubilité limitée de nos composés et leur sensibilité
métabolique au niveau de la liaison C;-Cg vis-a-vis des cytochromes P450, nécessitent des efforts
d’'optimisation. Il serait intéressant d'évaluer la stabilité du composé 208 portant un méthyle en
position 7. Ainsi, nous pourrions envisager la synthése du composé 328 portant un NH, en
position 8 et un méthyle en position 7, susceptible de bloquer la métabolisation (Schéma 61).
La syntheése du produit 330 substitué avec un chlore en position 7 nous permettrait d'étendre
I'espace chimique en position 7 pour bloquer la métabolisation et jouer sur la solubilité avec la
préparation des produits 332 (Schéma 61).**’ Pour finir, le bicycle 6-bromo-8-aminoimidazo[1,2-
alpyridine 333 pourrait également étre utilisé comme plateforme pour introduire des
groupements modulant la solubilité, comme nous I'avons précédemment effectué avec les cycles
morpholine et pipérazine pour conduire aux produits 334 (Schéma 61).
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Schéma 61- Perspectives de synthéses pour les prochains dérivés

Par ailleurs, le design des prochains analogues s'appuiera sur les récents résultats obtenus a
I'issue des études de modélisation moléculaire, méthode dite de « Structure-Based Drug Design ».
De plus, une collaboration avec I'équipe du Dr. A. Jeyaprakash Arulanandam de I'Université
d'Edimbourg, s'est établie afin de co-cristalliser Aurora B en complexe avec I'inhibiteur 194. Ceci
permettrait de valider le mode d'inhibition et mettrait en lumiére le premier site allostérique
cristallisé d’Aurora B. De plus, le cliché de diffraction des rayons X du complexe nous permettrait
une connaissance plus précise du site de fixation de l'inhibiteur et des interactions qui s'établissent
entre le ligand et la kinase.
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Il sera important aussi d'évaluer I'activité des inhibiteurs sur le canal hERG (human Ether-a-
go-go-Related Gene), dont le blocage est responsable de cardiotoxicité, ce qui représente un des
obstacles les plus fréquents dans le développement de candidats médicaments.*”**?° Plusieurs
grands parametres peuvent étre modulés pour diminuer la potentielle activité sur le canal hERG,
que sont la lipophilie, |a basicité, la rigidité et 'aromaticité des inhibiteurs.**°

Pour poursuivre I'étude pharmacologique de nos composés, il serait pertinent de déterminer
les ICso des composés actifs sur les autres kinases de la famille, Aurora A et C. Lors du criblage sur
le panel de cinquante-huit kinases, le produit 194 a montré une activité inhibitrice de 79% a 1 yM
sur Aurora A.

Des études de clonogénicité pourraient étre mises en ceuvre pour mieux caractériser |'effet
antitumorale.'******3? Cette analyse consiste & ensemencer des cellules isolées les unes des autres
sur un support semi-solide nutritif pour évaluer leur capacité de prolifération en présence de
différentes doses d'inhibiteur. Fondamentalement, ce test quantifie la capacité d'une cellule a
former une colonie d’au moins cinquante cellules sur des temps allant de une a trois semaines

environ. #3434

Nous pourrions envisager d'utiliser le composé 194 en combinaison avec d'autres composés
anticancéreux conventionnels pour étudier la réponse des cellules traitées et éventuellement
identifier une combinaison synergique ou une sensibilisation. Divers inhibiteurs d'Aurora B ont
été testés en association avec différents agents chimiothérapeutiques comme la vincristine, la
daunorubicine, la gemcitabine, le docétaxel, I'oxaliplatine ou encore la 5-fluorouracil.*'* Ce type
de combinaison peut s'avérer étre bénéfique pour I'activité antiproliférative des cellules tumorales
ainsi que pour limiter les effets secondaires et I'apparition des phénoménes de résistance.”>*¢ A
titre d'exemple, Huang et a/ ont mis en évidence une synergie tres favorable entre des inhibiteurs

d'Aurora B et d'Haspine sur plusieurs lignées cancéreuses.*’

Comme abordé dans le chapitre V, les cellules du sang périphérique qui sont des cellules
saines en interphase pourraient étre exposées au composé 194 afin d'évaluer l'effet de cet
inhibiteur sur des cellules qui ne se divisent pas. En effet, la cible Aurora n'étant exprimée que lors
de la division cellulaire, nous pouvons penser que notre inhibiteur 194 n'aura pas d'effet
cytotoxique, permettant de mettre en évidence sa sélectivité vis-a-vis des cellules tumorales.**

Pour conclure sur ce projet de these, la synthese de quatre-vingt-deux composés a permis
d'identifier le composé 194, 150 fois plus actif que le hit initial EL228 et d'établir des relations de
structure-activité. Nous avons mis en évidence l'inhibition de la kinase Aurora B, cible
thérapeutique prometteuse en oncologie, et I'effet de son inhibition par notre meilleur composé
sur les cellules en mitose. De plus notre travail met en lumiere le premier inhibiteur non-ATP
compétitif mixte de la kinase Aurora B. Notre étude apporte un éclairage pour la conception
future d'autres librairies de composés afin d'aboutir a un candidat médicament.
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Experimental part

1. Chemical Synthesis

All reagents were of commercial grade and were used without further purification, unless
otherwise stated. Commercially available anhydrous solvents were used for reactions conducted
under inert atmosphere. Reagent grade solvents were used in all other cases. Flash column
chromatography was performed on silicagel 60 (70-230 mesh, Macherey—Nagel). Thin layer
chromatography was carried out using precoated silica gel F-254 plates (thickness 0.25 mm) and
visualized by UV light (254 nm). 'H and **C NMR spectra were recorded on a Bruker Advance 300
NMR spectrometer (300 and 75 MHz) and 500 MHz Brucker. Chemical shifts § are reported in
parts per million (ppm) relative to the residual solvent signals (CDCls;, § = 7.26 ppm for *H and &
= 77.16 ppm for *C; DMSO-d6, § = 2.50 ppm for *H and 8§ = 39.52 ppm for *C. DMF-d7, § =
2.79,2.92,8.03 ppm for *H and & = 29.76, 34.89, 163.15 ppm for *C). Data are reported as follows:
chemical shift, multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, m = multiplet, br =
broad), coupling constants (Hz) and integration. High-resolution MS data were obtained on a
Waters LCT Micromass spectrometer in positive electrospray ionization-time of flight (ESI-TOF)
mode. IR spectra were recorded on a PerkinElmer Spectrum 65 spectrophotometer using an
attenuated total reflectance (ATR) device (v in cm™). Reported yields are unoptimized.

Imidazo[1,2-a]pyrimidine (78).
;
N
6/l \
S
A,

4
Chemical Formula: CgHsN3
Exact Mass: 119,048
Molecular Weight: 119,127

Prepared according to the literature (1.3 g, quant).*

3-iodoimidazo[1,2-a]pyrimidine (79).

N 1
A,

4

Chemical Formula: CgH4IN3
Exact Mass: 244,9450
Molecular Weight: 245,0235

To a solution of compound 78 (150 mg, 1.26 mmol, 1eq) in 1 mL of MeCN was added NIS (453
mg, 2.02 mmol, 1.6 eq). The mixture was stirred at 50°C overnight and then quenched by the
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addition of saturated sodium sulfate solution followed by water. The organic layer was separated,
washed successively with water, brine and dried over anhydrous MgSO.. Concentration and
purification over silica gel (elution by gradient from 65/35 to 90/10 EtOAc/Heptane) afforded 79
as a brown amorphous solid (133 mg, 32 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.19 (dd, /= 4.2, 7.0 Hz, 1H, H4), 7.91 (s, 1H, H1), 8.55 (dd, / =
2.0, 4.1 Hz, 1H, H5), 8.78 (dd, /= 2.0, 6.9 Hz, 1H, H3).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 64.2 (C2), 110.1 (C4), 135 (C3), 140.7 (C1), 149.9 (C6), 150.7 (C5).

2,2,2-trichloro-1-(4,5-dibromo-1H-pyrrol-2-yl)ethan-1-one (81).

Br. 5 A ]
2// \\s 6 CCI
Br J 8
N
1H (@)

Chemical Formula: CgH,Br,CIsNO
Exact Mass: 366,7569
Molecular Weight: 370,2460

Trichloroacetylpyrrole 80 (2 g, 9.4 mmol) was dissolved in 30 mL of glacial acetic acid. A solution
of Br; (0.97 mL, 0.019 mmol) in 16 mL of acetic acid was added dropwise over 30 min under argon.
The mixture was stirred for 24 h. A solution of Na,CO; 10 % was carefully added to quench the
mixture and extracted with ether. The combined organic layers were dried over MgSOA4, filtered,
and concentrated under vacuum. The residue was purified by silica gel flash chromatography
(heptane/EtOAc: 98/2) to afford 81 as a pink amorphous solid (2.56 g, 73 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8§ 7.41 (d, /= 2.6 Hz, 1H, H4), 13.75 (s, 1H, H1).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 94 (C7), 100.8 (C3), 114.6 (C2), 122.4 (C4), 123.3 (C5), 170.9 (C6).
HRMS (EST) m/z Calcd for (M-H)" CGHNOCI;3Br,: 365.7490. Found: 365.7480.

4,5-dibromo-N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (83).
Br 10

3 4 [

H 7

2 / \ 56 N%

Br 8

N
1H

o)

Chemical Formula: CgHgBroN,O
Exact Mass: 303,8847
Molecular Weight: 305,9570

Compound 81 (2.1 g, 5.67 mmol) and propargylamine 82 (0.81 g, 14.7 mmol) were stirred under
argon at 60°C for 20 h. The solvent was removed under vacuum and the product was purified by
flash chromatography (heptane/EtOAc: 80/20) yielding 83 as a white solid (1.38 g, 80 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 3.16 (t, / = 2.8 Hz, 1H, H10), 4.01 (dd, / = 2.6, 5.7 Hz, 2H, H8),
6.96 (d, /= 2.4 Hz, 1H, H4), 8.59 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.77 (s, 1H, H1).
3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 27.8 (C8), 73 (C10), 81.1 (C9), 97.9 (C3), 105 (C2), 112.9 (C4), 127.6
(C5), 158.5 (C6).
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HRMS (ESI) m/z Calcd for (M-H)™ CgH;N,OBr,: 304.8925. Found: 304.8925.

3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-amine (86).
5 —-N,
7 ’ \>\N
TFﬁ' \ N \\)1
2 f 5 —
9 2
Chemical Formula: CgHgN4

Exact Mass: 172,0749
Molecular Weight: 172,1910

To a solution of compound 98 (40 mg, 0.11 mmol) in 2 mL of DCM under argon, was added
dropwise TFA (0.319 mL, 4.3 mmol). The mixture was stirred overnight at room temperature. The
mixture was concentrated under vacuum. The residue was rinsed with cold Et,0O to get a grey
solid as the TFA salt (25 mg, 81 %).

'H NMR (300 MHz, MeOD) & 4.2 (s, 2H, H9), 7.28 (m, 1H, H2), 8.05 (s, 1H, H5), 8.7 (d, /= 4.2 Hz,
1H, H1), 893 (d, /= 7.7 Hz, 1H, H3).

13C NMR (75 MHz, MeOD) & 30.9 (C9), 73.1 (C7), 93.1 (C8), 113 (C2), 136.3 (C3), 155.7 (C1). Some
quaternary carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow relaxation.
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* CoHgN,4: 173.0827. Found: 173.0826.

Di-tert-butyl prop-2-ynylimidodicarbonate (97).

Boc..
NN

Boc
Chemical Formula: C43H>{NO,

Exact Mass: 255,147
Molecular Weight: 255,314

Prepared according to the literature (97 %).*

Di-tert-butyl (3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)carbamate (98).

5 N 4
\
I'B(T/GEN%'}]
O N / — 1
%0 8 3\\)
12 0 9 2
>,,<

Chemical Formula: C4gH54N4O,4
Exact Mass: 372,1798
Molecular Weight: 372,4250

A solution of compound 79 (2 g, 8.16 mmol) in anhydrous 5 mL of DMF and Et;N (5.7 ml) was
degassed with argon. Pd(PPh;),Cl; (573 mg, 0.82 mmol, 10 mol %) and Cul (233 mg, 1.22 mmol,
10 mol %) were added to the reaction mixture. Then alkyne 97 (2.5 g, 9.8 mmol) was added to the
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mixture. The reaction mixture was stirred at room temperature overnight under inert atmosphere.
The mixture was concentrated under vacuum and purified by silica gel flash chromatography
(elution by gradient from 50/50 to 25/75 Heptane/EtOAc) to afford an oil (2.42 g) with remaining
of OPPh3

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 1.53 (s, 18H, H12), 4.7 (s, 2H, H9), 6.98 (m, 1H, H2), 7.96 (s, 1H, H5),
8.57 (m, 2H, H1 and H3).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 28 (C12), 36.7 (C9), 68.9 (C7), 83.4 (C11), 96.2 (C8), 107.3 (C6), 109.4
(C2), 1329 (C3), 139.3 (C5), 148.2 (C4), 150.7 (C1), 151.7 (C10).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C19H,5N404: 373.1876. Found: 373.1882.

General Procedure A for Amide Formation.

To a solution of the appropriate carboxylic acid (1 eq) in dry DCM were added HOBt (1.2 eq), then
EDC (1.2 eq). DIEA was added (5 eq) followed by the amine 86 (1 eq). The mixture was stirred at
room temperature until completion. The mixture was quenched with water and extracted with
DCM. The combined organic layers were washed with water and brine, dried over MgSQy, filtered,
and concentrated under vacuum. The product was purified by flash chromatography (elution by
gradient from 100 to 95/5 or 90/10 DCM/MeOH).

3-bromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)thiophene-2-carboxamide
(99a)

B 5 —N
14 43 r \4
15 \ H1O /7 GI N>\l:l
S 1211 N ~ \Q)1
8 3
9 2
O

Chemical Formula: C4HgBrN4,OS
Exact Mass: 359,9680
Molecular Weight: 361,2170

The title compound was synthesized according to general procedure A using 3-bromothiophene-
2-carboxylic acid 85a (250 mg, 1.21 mmol) yielding 99a as a beige amorphous solid (244 mg, 56
%).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.45 (d, / = 5.4 Hz, 2H, H9), 7.19 (d, / = 5.4 Hz, 1H, H14), 7.26
(dd, /=4.2,28 Hz, 1H, H2), 7.83 (d, /= 5.5 Hz, 1H, H15), 8.05 (s, 1H, H5), 8.65 (dd, /= 2.1, 2.1 Hz,
1H, H1), 8.77 (t, /= 5.1 Hz, 1H, H10), 8.88 (dd, /= 1.8, 5.1 Hz, 1H, H3).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 30 (C9), 68.8 (C7), 96.8 (C8), 106.3 (C6), 110 (C2), 100.7 (C13),
130.2 (C15), 131.8 (C14), 132.3 (C12), 133.6 (C3), 138.7 (C5), 147.8 (C4), 151.5 (C1), 160.3 (C11).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H10BrN,OS: 362.9738. Found: 362.9742.

IR (cm™Y) : 3335, 1630, 1514, 1484, 1416, 1277.

5-bromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)thiophene-3-carboxamide
(99b)
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Chemlcal Formula: C4HgBrN,OS
Exact Mass: 359,9680
Molecular Weight: 361,2170

The title compound was synthesized according to general procedure A using 5-bromothiophene-
3-carboxylic acid 85b (250 mg, 1.21 mmol) yielding 99b as a beige amorphous solid (216 mg, 44
%).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.44 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H9), 7.25 (dd, / = 2.2, 4 Hz, 1H, H2), 7.62
(d, /= 1.8 Hz, 1H, H13), 8.04 (s, 1H, H5), 8.19 (d, /= 1.8 Hz, 1H, H15), 8.64 (dd, /= 2.3, 2.3 Hz, 1H,
H1), 8.88 (dd, /= 2.3, 4.6 Hz, 1H, H3), 8.96 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H10).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 29.4 (C9), 68.7 (C7), 96.9 (C8), 106.3 (C6), 110 (C2), 112.1 (C14),
129.3 (C13), 131.5 (C15), 133.8 (C3), 137.2 (C12), 138.7 (C5), 147.9 (C4), 151.5 (C1), 160.6 (C11).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H10BrN4OS: 362.9738. Found: 362.9734.

IR (cm™) : 3249, 1660, 1555, 1215, 1486, 1424, 1262.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-y|)prop-Z-yn-1-y|)-1H-indo|e-2-carboxamide (99¢)

Chemical Formula: C;gH43N50O
Exact Mass: 315,1120
Molecular Weight: 315,3360

The title compound was synthesized according to general procedure A using 1H-indole-2-
carboxylic acid 85¢ (200 mg, 1.24 mmol) yielding 99c as a yellow amorphous solid (220 mg, 56
%).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.53 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H9), 7.02 (t, / = 7.8 Hz, 1H, H16), 7.19 (4,
J =84 Hz 1H, H17), 7.19 (s, 1H, H13), 7.25 (dd, /= 2.2, 4.5 Hz, 1H, H2), 744 (dd, /= 1.1, 8.4 Hz,
1H, H18), 7.62 (d, /= 8.4 Hz, 1H, H15), 8.06 (s, 1H, H5), 8.64 (dd, /= 1.9, 4.3 Hz, 1H, H1), 8.9 (dd, /
=19, 7.1 Hz 1H, H3),9.1 (t, /= 5.2 Hz, 1H, H10), 11.7 (s, 1H, H20).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.3 (C9) 68.6 (C7), 97.2 (C8), 103 (C13), 106.3 (C6), 109.9 (C2),
112.3 (C18), 119.7 (C16), 121.5 (C15), 123.5 (C17), 126.9 (C14), 131 (C12), 133.7 (C3), 136.5 (C19),
138.7 (C5), 147.9 (C4), 151.5 (1), 160.9 (C11).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H14NsO: 316.1198. Found: 316.1218.

IR (cm™Y) : 3241, 1631, 1616, 1553, 1257, 1231.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1 H-indole-3-carboxamide (99d)
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Chemical Formula: C1gH43N5O
Exact Mass: 315,1120
Molecular Weight: 315,3360

The title compound was synthesized according to general procedure A using 1H-indole-3-
carboxylic acid 85d (200 mg, 1.24 mmol) yielding 99d as a white amorphous solid (64 mg, 17 %).

'H NMR (300 MHz, DMF-d7) § 4.62 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H9), 7.19 (m, 2H, H17-18), 7.3 (dd, /= 4, 6.9
Hz, 1H, H2), 7.53 (d, /= 7.3 Hz, 1H, H16), 8.05 (s, 1H, H5), 8.26 (d, /= 3 Hz, 1H, H13), 834 (d, / =
8.2 Hz, 1H, H19), 8.6 (t, /= 5.2 Hz, 1H, H10), 8.71 (dd, /= 2, 4.2 Hz, 1H, H1), 9.02 (dd, /= 1.9, 6.8
Hz, 1H, H3), 11.22 (s, 1H, H14).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 28.9 (C9), 68.2 (C7), 98.1 (C8), 106.5 (C6), 110 (C2-C12), 111.8
(C16), 120.5 (C17), 120.9 (C19), 121.9 (C18), 126.1 (C15), 128.1 (C13), 133.7 (C3), 136.1 (C20), 138.5
(C5), 147.8 (C4), 1514 (C1), 164.4 (C11).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;3H14NsO: 316.1198. Found: 316.1209.

1-(4-bromo-1H-pyrrol-2-yl)-2,2,2-trichloroethan-1-one (100).
Br

/ \\_ cCly

N
H O

Chemical Formula: CgH3BrCIsNO
Exact Mass: 288,846
Molecular Weight: 291,350

Prepared according to the literature.**®

N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (101).

Y
Hoo

Chemical Formula: CgHgN>O
Exact Mass: 148,064
Molecular Weight: 148,165

Prepared according to the literature.”****

4-bromo-N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (102).
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Chemical Formula: CgH,BrN,O
Exact Mass: 225,974
Molecular Weight: 227,061

Prepared according to the literature.”***

General Procedure B for Sonogashira coupling.

Appropriate halide (1eq.) was dissolved in either dry THF or dry DMF and Et;N (2-3 eq.). The
reaction mixture was degased by argon bubbling. Cul (5-10 % mol) was introduced followed by
Pd(PPh3),Cl; (2-5 % mol). Then the alkyne (1.5-2 eq.) was added to the mixture. The reaction
mixture was stirred under inert atmosphere at room temperature or 50°C overnight. The mixture
was concentrated under vacuum. The crude residue was purified by silica gel flash column
chromatography (elution by gradient from 100 to 95/5 or 90/10 DCM/MeOH) and then on basic
alumina gel (elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to afford the expected product.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (EL228).

12 N 13
Br., ) , 1 | N\>\l\i
14
Br \ 6 H //10 \Q)
2 9 16 15
1 0]

Chemical Formula: C44HgBroNsO
Exact Mass: 420,9174
Molecular Weight: 423,0680

Compound EL228 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (153
mg, 0.5 mmol) and 79 (147 mg, 0.6 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow solid (110 mg, 52 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.44 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 6.98 (s, 1H, H4), 7.24 (m, 1H, H15),
8.05 (s, 1H, H12), 8.66 (m, 1H, H14), 8.76 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H7), 8.88 (d, /= 6.6 Hz, 1H, H16), 12.82
(s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.9 (C10), 97.2 (C3), 98 (C9), 105.2 (C2), 110 (C15),
113.1 (C4), 127.5 (C5), 134 (C16), 151 (C14), 158.7 (C14). Some quaternary carbons and aromatic
CH are too broad to be seen due to very slow relaxation.

HRMS (ESI") m/zCalcd for (M+H)* C14H1oNsOBr,: 423.9226. Found 423.9239.

IR (cm™) : 3107, 1616, 1558, 1511, 1395, 1237, 1142.

4-bromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(103).
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Chemical Formula: C14HoBrNsO
Exact Mass: 343,007
Molecular Weight: 344,172

Compound 103 was synthesized according to general procedure B using 102 and 79. Purification
afforded the title compound (72 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.44 (d, / = 4.3 Hz, 2H, H8), 6.91 (m, 1H, H4), 7.03 (m, 1H, H2),
7.25(dd, /= 4.0, 6.7 Hz, 1H, H15), 8.07 (br s, 1H, H12), 8.66 (m, 1H, H14), 8.72 (t, / = 4.9 Hz, 1H,
H7), 8.89 (d, /= 5.9 Hz, 1H, H16), 11.94 (br s, 1H, H1).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.1 (C8), 68.6 (C10), 97.3 (C9), 95.1 (C3), 110.1 (C15), 112 (C4),
121.7 (C2), 126.3 (C5), 133.8 (C16), 138.6 (C12), 147.6 (C13), 151.6 (C14), 159.4 (C6). Some
quaternary carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow relaxation.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide (104).

Y
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Chemical Formula: C44H4{N50
Exact Mass: 265,096
Molecular Weight: 265,276

Compound 104 was synthesized according to general procedure B using 101 and 79. Purification
afforded the title compound (86 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.44 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 6.10 (m, 1H, H3), 6.83 (m, 1H, H4),
6.89 (m, 1H, H2), 7.24 (dd, /= 4.2, 6.7 Hz, 1H, H15), 8.04 (s, 1H, H12), 8.58 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H7),
8.65 (dd, /= 2.0, 4.1 Hz, 1H, H14), 8.88 (d, /= 2.1, 6.8 Hz, 1H, H16), 11.53 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 29 (C8), 68.3 (C10), 97.7 (C9), 106.4 (C11), 108.7 (C3), 110 (C15),
110.5 (C4), 121.8 (C2), 125.6 (C5), 133.7 (Cl6), 138.6 (C12), 147.8 (C13), 151.5 (C14), 160.4 (C6).

2,2,2-trichloro-1-(4,5-dichloro-1H-pyrrol-2-yl)ethan-1-one (105).
Cl

/ \\  cCCly

N
H O

Chemical Formula: CgH,CIsNO
Exact Mass: 278,858
Molecular Weight: 281,338

Cl
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Prepared according to the literature (1.07 g, 81 %).*!

4,5-dichloro- N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (106).

Cl 7 10
N\ H\///
2/ \56 N 9
Cl N 8
1H 0

Chemical Formula: CgHgCIoN,O
Exact Mass: 215,986
Molecular Weight: 217,049

Compound 105 (300 mg, 1.07 mmol, 1 eq.) was dissolved in propargylamine (0.21 mL, 3.2 mmol,
3 eq.) and stirred under argon at 60° overnight. The solvent was removed under vacuum and the
product purified by silica gel flash chromatography (elution by gradient from 90/10 to 80/20
heptane/EtOAc) to afford 106 as a white solid (200 mg, 86 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 3.13 (t, /= 2.5 Hz, 1H, H10), 4.01 (dd, /= 2.5, 5.7 Hz, 2H, H8),
6.92 (d, /= 2.2 Hz, 1H, H4), 8.58 (t, /= 5.7 Hz, 1H, H7), 12.78 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 27.9 (C8), 73.1 (C10), 81.1 (C9), 108 (C3), 110 (C4), 115.3 (C2),
1243 (C5), 158.6 (C6).

HRMS (ESI') m/z Calcd for (M-H)™ CgHsCI,N,0: 214.9779. Found: 214.9792.

2,2,2-trichloro-1-(4,5-diiodo-1H-pyrrol-2-yl)ethan-1-one (107).
|
| / \\  cCly
N
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Chemical Formula: CgH,Cl3I,NO
Exact Mass: 462,729
Molecular Weight: 464,247

Prepared according to the literature (1.13 g, 52 %).”*"

4,5-diiodo- NV-(prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (108).

| 7 10
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Chemical Formula: CgHgloN>O
Exact Mass: 399,857
Molecular Weight: 399,958

The title compound was prepared according to the same procedure of compound 106, yielding
an orange solid (563 mg, 97 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 3.11 (t, /= 2.6 Hz, 1H, H10), 3.99 (dd, /= 2.6, 5.6 Hz, 2H, H8),
6.93 (s, 1H, H4), 8.47 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.36 (br s, 1H, H1).
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13C€ NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 27.8 (C8), 73 (C10), 76.2 (C3), 81.2 (C9), 84 (C2), 118.5 (C4), 132.2
(C5), 158.2 (C6).
HRMS (ESI*) m/z Calcd for (M+H)* CgH,1,N,O: 400.8648. Found: 400.8675.

4,5-dichloro-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (109).

N 13
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Chemical Formula: C14HgCI;N5O
Exact Mass: 333,018
Molecular Weight: 334,160

Compound 109 was synthesized according to general procedure B using compounds 106 (106
mg, 0.49 mmol) and 79 (100 mg, 0.41 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow amorphous solid (28 mg, 21 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.44 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 6.96 (s, 1H, H4), 7.25 (t, / = 4.6 Hz,
1H, H15), 8.05 (s, 1H, H12), 8.66 (m, 1H, H14), 8.78 (t, /= 5.2 Hz, 1H, H7), 8.88 (d, /= 6.6 Hz, 1H,
H16), 12.86 (br s, 1H, H1).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.7 (C10), 97.1 (C9), 108.1 (C3), 108.6 (C11), 110 (C15),
110.2 (C4), 115.4 (C2), 124.3 (C5), 133.8 (C16), 138.8 (C12), 150.1 (C13), 151.5 (C14), 158.8 (C6).

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-diiodo-1H-pyrrole-2-
carboxamide (110).
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Chemical Formula: C14HglsN5O
Exact Mass: 516,890
Molecular Weight: 517,069

Compound 110 was synthesized according to general procedure B using compounds 108 (196
mg, 0.49 mmol) and 79 (120 mg, 0.49 mmol). Purification afforded the title compound as a white
amorphous solid (101 mg, 40 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.43 (d, /= 5.2 Hz, 2H, H8), 6.97 (d, /= 2.3 Hz, 1H, H4), 7.24 (dd,
J=4.2,6.8 Hz, 1H, H15), 8.04 (s, 1H, H12), 8.66 (m, 2H, H7-14), 8.88 (d, /= 6.8 Hz, 1H, H16), 12.43
(s, 1H, HI).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.1 (C8), 68.6 (C10), 76.2 (C3), 84.2 (C2), 97.2 (C9), 106.3 (C11),
110 (C15), 118.6 (C4), 132.2 (C5), 133.8 (C16), 138.7 (C12), 147,8 (C13), 151.5 (C14), 158.4 (C6).
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HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* Ci4H10INsO: 517.8975. Found: 517.8974.

IR (cm™): 3122, 1620, 1553, 1511, 1379, 1277, 1223.

Sodium (2)-2-methyl-3-oxobut-1-en-1-olate (117).
O ONa
)K%

Chemical Formula: CgH;NaO,
Exact Mass: 122,034
Molecular Weight: 122,099

Prepared according to the literature from compounds 115 (0.68 mL, 1.5 eq.) and 116 (0.5 mL, 1

eq.) to afford a white amorphous solid (426 mg, 60 %).2>

Ethyl (2)-2-(hydroxyimino)-3-oxobutanoate (118).
@] O

o
N
“OH
Chemical Formula: CgHgNO,4
Exact Mass: 159,053
Molecular Weight: 159,141

Prepared according to the literature from compound 114 (2 g, 15.4 mmol, 1 eq.) to afford a

254

colorless oil (1.99 mg, 81 %).

ethyl 4,5-dimethyl-1H-pyrrole-2-carboxylate (119).

/' \\ o
N
H 0O
Chemical Formula: CgH{3NO,
Exact Mass: 167,095
Molecular Weight: 167,208

Prepared according to the literature from compounds 118 (143 mg, 0.90 mmol, 1.1 eq.) and 117

(100 mg, 0.82 mmol, 1 eq.) (66 %).***

4,5-dimethyl-1H-pyrrole-2-carboxylic acid (120).

Chemical Formula: C;HgNO,
Exact Mass: 139,063
Molecular Weight: 139,154
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Ester 119 (888 mg, 5.31 mmol, 1eq) was dissolved in 5mL of MeOH and 5 mL of water. LiOH.H,O
(1.1 g, 26.6 mmol, 5 eq) was added to the mixture which was stirred at 70°C during 3 h. The mixture
was concentrated and then cooled down with an ice bath. HCl 3N was slowly added until a pH of
2. The product was extrated with EtOAc twice, dried over MgSO, and concentrated. The residue
was purified by chromatography on silica gel (100% DCM to 95:5 DCM:MeOH) to afford 120 as a
brown amorphous solid (577 mg, 78 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 1.91 (s, 3H, H5), 2.10 (s, 3H, H3), 6.47 (d, /= 2.7 Hz, 1H, H6), 11.20
(s, 1H, H1), 11.76 (br s, 1H, H9).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 10.6 (C5), 10.7 (C3), 115.5 (C4), 116.1 (C6), 119.5 (C7), 130.6 (C2),
161.7 (C8).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;H1oNO5: 140.0712. Found: 140.0708.

4,5-dimethyl- N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (121).
9

H //12
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Chemical Formula: C4gH{5N,O
Exact Mass: 176,095
Molecular Weight: 176,219

Compound 120 (558 mg, 4 mmol, 1leq.) was dissolved in 10 mL of EtOAc with propargylamine
(0.51 mL, 8 mmol, 2eq.) and DIEA (2 mL, 12 mmol, 3 eq.) under argon. T3P (3.6 mL, 6 mmol, 1.5
eq.) was slowly added to the reaction mixture. The reaction was stirred at 70°C for 6 h. The reaction
was quenched with water and extracted with EtOAc. The organic phase was dried over MgSQO,,
concentrated and purified by silica gel flash chromatography (elution by gradient from 100 to
98/2 DCM/MeOH) yielding 121 as a white amorphous solid (453 mg, 64 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.91 (s, 3H, H5), 2.10 (s, 3H, H3), 3.06 (t, /= 2.4 Hz, 1H, H12), 3.96
(dd, /= 2.4, 5.8 Hz, 2H, H10), 6.52 (d, /= 2.6 Hz, 1H, H6), 8.11 (t, /= 5.8 Hz, 1H, H9), 10.98 (s, 1H,
H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 10.6 (C5), 10.7 (C3), 27.6 (C10), 72.5 (C12), 81.9 (C11), 111.8 (C6),
114.5 (C4), 122.5 (C7), 128.4 (C2), 160.3 (C8).

HRMS (ESI*) m/z Calcd for (M+H)* C10H13N,0: 177.1028. Found: 177.1021.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dimethyl-1H-pyrrole-2-
carboxamide (122).
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Chemical Formula: C1gH45N5O
Exact Mass: 293,128
Molecular Weight: 293,330

Compound 122 was synthesized according to general procedure B using 121 (129 mg, 0.73
mmol) and 79 (150 mg, 0.61 mmol). Purification afforded the title compound as an orange
amorphous solid (94 mg, 52 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.91 (s, 3H, H5), 2.10 (s, 3H, H3), 440 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H10),
6.57 (d, /= 2.3 Hz, 1H, H6), 7.24 (dd, /= 4.2, 6.8 Hz, 1H, H17), 8.03 (s, 1H, H14), 8.32 (t, /= 5.3
Hz, 1H, H9), 8.64 (dd, /= 2.0, 4.1 Hz, 1H, H16), 8.87 (dd, /= 2.0, 6.9 Hz, 1H, H18), 11.07 (s, 1H,
H1)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 10.6 (C5), 10.7 (C3), 29 (C10), 68.2 (C12), 97.9 (C11), 106.5 (C13),
110 (C17), 112 (C6), 114.6 (C4), 122.4 (C7), 128.7 (C2), 133.7 (C18), 138.5 (C14), 147.8 (C15), 151.5
(C1e), 160.5 (C8).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H16NsO: 294.1355. Found: 294.1342.

IR (cm™): 3267, 3205, 1618, 1513, 1486, 1410, 1262, 1230, 1146.

4,5-dibromo-N-(prop-2-yn-1-yl)thiophene-2-carboxamide (125).

Br 6
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Chemical Formula: CgHsBroNOS
Exact Mass: 320,846
Molecular Weight: 323,002

Compound 123 (2 g, 7mmol, 1eq) was dissolved in 10 mL of EtOAc with propargylamine (0.67 mL,
10.5 mmol, 1.5 eq) and DIEA (3.7 mL, 21 mmol, 3 eq) under argon. T3P (6.2 mL, 10.5 mmol, 1.5 eq)
was slowly added to the reaction mixture at room temperature. The reaction was stirred at room
temperature for one day. The reaction was quenched with water and extracted with EtOAc. The
combined organic phases were dried over MgSO,, concentrated and purified by silica gel flash
chromatography (elution by gradient from 100 to 98/2 DCM/MeCOH) to afford a white amorphous
solid (2.04 g, 90 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 3.19 (t, /= 2.5 Hz, 1H, H9), 4.04 (dd, /= 2.5, 5.6 Hz, 2H, H7), 7.80
(s, 1H, H3), 9.12 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H6).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.5 (C7), 73.5 (C9), 80.4 (C8), 113.9 (C2), 116.9 (C1), 130.6 (C3),
140.5 (C4), 159 (C5).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgHgBr,NOS: 323.8516. Found: 323.8507
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4,5-dibromo-N-(prop-2-yn-1-yl)furan-2-carboxamide (126).

Br 6
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Chemical Formula: CgHsBroNO,
Exact Mass: 304,869
Molecular Weight: 306,941

Following a similar procedure as mentioned for 125, compound 126 was obtained as white
amorphous solid (2.23 g, 98 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 3.14 (t, /= 2.5 Hz, 1H, H9), 3.99 (dd, /= 2.5, 5.6 Hz, 2H, H7), 7.40
(s, 1H, H3), 9.0 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H6).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28 (C7), 73.2 (C9), 80.6 (C8), 103.3 (C2), 117.9 (C3), 126.2 (C1), 149
(C4), 155.7 (C5).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgHgBr,NO,: 307.8745. Found: 3078740.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)thiophene-2-

carboxamide (127).
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Chemical Formula: C4,HgBr,N,OS
Exact Mass: 437,879
Molecular Weight: 440,113

Compound 127 was synthesized according to general procedure B using compounds 125 (343
mg, 1.06 mmol) and 79 (200 mg, 0.82 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (174 mg, 48 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.48 (d, / = 5.2 Hz, 2H, H7), 7.26 (dd, / = 4.1, 6.7 Hz, 1H, H14),
7.84 (s, 1H, H3), 8.08 (s, 1H, H11), 8.66 (dd, /= 1.9, 4.4 Hz, 1H, H13), 890 (dd, /= 1.7, 7.0 Hz, 1H,
H15), 9.29 (t, /= 5.0 Hz, 1H, H6).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.8 (C7), 69.1 (C9), 96.4 (C8), 106.3 (C10), 110.1 (C14), 114 (C2),
117 (C1), 130.8 (C3), 133.9 (C15), 139 (C11), 1404 (C4), 1479 (C12), 151.6 (C13), 159.1 (C5).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14HoN4OSBry: 440.8843. Found: 440.8851.

IR (cm™Y) : 3217, 2979, 1645, 1512, 1290, 1230.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)furan-2-carboxamide
(128).
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Chemical Formula: C4HgBr,N4O5
Exact Mass: 421,901
Molecular Weight: 424,052

Compound 128 was synthesized according to general procedure B using compounds 126 (245
mg, 0.80 mmol) and 79 (150 mg, 0.61 mmol). Purification afforded the title compound as a white
amorphous solid (104 mg, 40 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 4.44 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H7), 7.25 (dd, / = 4.1, 6.8 Hz, 1H, H14),
7.44 (s, 1H, H3), 8,05 (s, 1H, H11), 8.65 (dd, /= 2.0, 4.2 Hz, 1H, H13), 8.88 (dd, /= 2.0, 6.8 Hz, 1H,
H15), 9.17 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H6).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C7), 68.8 (C9), 96.6 (C8), 103.4 (C2), 106.3 (C10), 110 (C14),
118.1 (C3), 126.3 (C1), 133.8 (C15), 138.8 (C11), 147.9 (C12), 149 (C4), 151.6 (C13), 155.8 (C6).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C14H9N4O,Br,: 424.9072. Found: 424.9068.

IR (cm™): 3214, 3010, 1681, 1513, 1485, 1284, 1192.

4,5-dibromo-N-(3-(pyridin-4-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (130a).

Chemical Formula: C;3HgBroNsO
Exact Mass: 380,911
Molecular Weight: 383,043

Compound 130a was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (117
mg, 0.38 mmol) and 129a (106 mg, 0.6 mmol). Purification afforded the title compound as a light
yellow amorphous solid (43 mg, 22 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.32 (d, /= 5.7 Hz, 2H, H8), 6.98 (s, 1H, H4), 7.39 (d, /= 6 Hz, 2H,
H12), 8.57 (m, 2H, H13), 8.72 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H7), 12.79 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.6 (C8), 79.2 (C10), 92 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 113.1 (C4), 125.5
(C12),127.5 (C5),130.1 (C11), 149.9 (C13), 158.6 (C6).

HRMS (ESI) m/z Calcd for (M+H)* C13H10Br,N3;O: 383.9165. Found 383.9187.

4,5-dibromo-N-(3-(pyridin-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (130b).
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Chemical Formula: C43HgBroN3;O
Exact Mass: 380,911
Molecular Weight: 383,043

Compound 130b was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (153
mg, 0.5 mmol) and 129b (123 mg, 0.6 mmol). Purification afforded the title compound as a light
yellow amorphous solid (50 mg, 25 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.31 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H8), 6.98 (d, /= 2.9 Hz, 1H, H4), 7.37 (ddd,
J=12,49,7.7 Hz, 1H, H14), 749 (dt, /= 1.1, 7.7 Hz, 1H, H12), 7.79 (td, /= 1.9, 7.7 Hz, 1H, H13),
8.54 (d, /= 4.8 Hz, 1H, H15), 8.72 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.79 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.5 (C8), 81.5 (C10), 86.5 (C9), 97.9 (C3), 105.2 (C2), 113.1 (C4),
123.4 (C14), 127 (C12), 127.5 (C5), 136.8 (C13), 142.1 (C11), 150 (C15), 158.6 (C6).

HRMS (ESI") m/zCalcd for (M+H)" Cy3H10Br,N;O: 383.9165. Found 383.9167.

4,5-dibromo-N-(3-(5-bromopyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(130c¢).

Chemical Formula: C43HgBraN3;O
Exact Mass: 458,822
Molecular Weight: 461,939

Compound 130c was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (142
mg, 0.46 mmol) and 129c (110 mg, 0.46 mmol). Purification afforded the title compound as a light
yellow amorphous solid (61 mg, 27 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.32 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 6.97 (d, /= 2.7 Hz, 1H, H4), 8.15 (t, J
= 1.8 Hz, 1H, H12), 8.60 (d, /= 1.5 Hz, 1H, H14), 8.70 (m, 2H, H7 and H15), 12.78 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.6 (C8), 77.1 (C10), 91.9 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 113.1 (C4),
119.9 (C11), 120.9 (C13), 127.5 (C5), 140.7 (C12), 149.8 (C15), 150.1 (C14), 158.6 (C6).

HRMS (EST) m/z Calcd for (M-H)  Cy3H;BrsNs;O: 459.8124. Found 459.8113.

4,5-dibromo-N-(3-(5-fluoropyridin-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide
(130d).
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Chemical Formula: C3HgBr,FN;O
Exact Mass: 398,902
Molecular Weight: 401,033

Compound 130d was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (153
mg, 0.5 mmol) and 129d (106 mg, 0.6 mmol). Purification afforded the title compound as a light
yellow amorphous solid (48 mg, 25 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.30 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 6.98 (d, /= 2.4 Hz, 1H, H4), 7.59 (dd,
J =45, 87 Hz, 1H, H12), 7.74 (dt, /= 3.0, 9.3 Hz, 1H, H13), 8.56 (m, 1H, H15), 8.71 (t, /= 5.4 Hz,
1H, H7), 12.78 (s, 1H, H1).

*C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.4 (C8), 80.5 (C10), 86.4 (C9), 97.9 (C3), 105.2 (C2), 113.1 (C4),
123.9 (/= 19.1 Hz, C13), 127.5 (C5), 128.6 (C12), 138.5 (/ = 24.5 Hz, C15), 156.7 (C14), 158.6 (C6).
Some quaternary carbons are too broad to be seen due to very slow relaxation.

HRMS (ESI*) m/z Calcd for (M+H)* C13HoBr,FN3O: 401.9070. Found 401.9090.

Di-tert-butyl (3-(pyridin-2-yl)prop-2-yn-1-yl)carbamate (131b).
9
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Chemical Formula: C4gH»4N504
Exact Mass: 332,174
Molecular Weight: 332,400

Compound 131b was synthesized according to general procedure B using compounds 97 (750
mg, 3 mmol) and 129b (724 mg, 3.5 mmol) with DIPA (1.23 mL). Purification afforded the title
compound as a light yellow amorphous solid (790 mg, 81 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 8 1.54 (s, 18H, H1), 4.63 (s, 2H, H4), 7.24 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H10), 7.41
(d, /= 8.0 Hz, 1H, H8), 7.66 (t, /= 8.0 Hz, 1H, H9), 8.57 (s, 1H, H11).

13C NMR (75 MHz, CDCl;) § 28.2 (C1), 36.6 (C4), 81.9 (C6), 83.2 (C2), 85.6 (C5), 122.9 (C10), 127.2
(C8), 136.1 (C9), 143.2 (C7), 149.9 (C11), 151.6 (C3).

Di-tert-butyl (3-(5-fluoropyridin-2-yl)prop-2-yn-1-yl)carbamate (131d).
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Chemical Formula: C4gHs3FN5O4
Exact Mass: 350,164
Molecular Weight: 350,390

Compound 131d was synthesized according to general procedure B using compounds 97 (400
mg, 1.6 mmol) and 129d (331 mg, 1.9 mmol) with DIPA (0.66 mL). Purification afforded the title
compound as a light yellow amorphous solid (150 mg, 27 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 1.56 (s, 18H, H1), 4.63 (s, 2H, H4), 7.47 — 7.33 (m, 2H, H8-9), 8.43 (s,
1H, H11).

3-(pyridin-2-yl)prop-2-yn-1-amine (132b).

1 5
H,N 34 o N
2
Chemical Formula: CgHgN»
Exact Mass: 132,069
Molecular Weight: 132,166

Compound 131b (100 mg, 0.3 mmol) was dissolved in 5 mL of DCM. TFA (0.93 mL, 12 mmol) was
added dropwise to the solution under stirring. Reaction mixture was stirred at room temperature
under argon during 4 h. Reaction was cooled down to 0OC. Ether (40 mL) was added to the flask,
white precipitate fell down. Solution was filtered and the product 132b was isolated as a white
solid (70 mg, 64 %).

'H NMR (300 MHz, MeOD) & 4.05 (s, 2H, H2), 7.44 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H8), 7.58 (d, ) = 7.8 Hz, 1H,
H6), 7.86 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H7), 8.53 (m, 1H, H9).

13C NMR (75 MHz, MeOD) § 30.5 (C2), 82.4 (C4), 85.9 (C3), 125.7 (C8), 129.1 (C6), 139 (C7), 150.8
(C9).

Di-tert-butyl (3-(1H-trityl-imidazol-4-yl)prop-2-yn-1-yl)carbamate (134).
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Chemical Formula: C3gHs7N3O,4

Exact Mass: 563,278
Molecular Weight: 563,698
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Compound 134 was synthesized according to general procedure B using compounds 97 (500 mg,
2.0 mmol) and 133 (1.03 g, 2.36 mmol) with DIPA (0.82 mL). Purification afforded the title
compound 134 as a light yellow amorphous solid (358 mg, 32 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) § 1.53 (s, 18H, H1), 4.56 (s, 2H, H4), 7.0 (m, 1H, HAr), 7.16-7.10 (m, 6H,
HAr), 7.40-7.30 (m, 10H, HAr).

3-(1H-imidazol-4-yl)prop-2-yn-1-amine (135).
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Chemical Formula: CgH;N3
Exact Mass: 121,064
Molecular Weight: 121,143

Compound 134 (150 mg, 0.27 mmol) was dissolved in 5 mL of DCM. TFA (0.82 mL, 10.6 mmol)
was added drop by drop to the solution under stirring. Reaction mixture was stirred at room
temperature under argon during 4 h and then cooled down to 0°C. Ether (40 mL) was added to

the flask, white precipitate fell down. Solution was filtered and the product was isolated as white
solid (56 mg, 60 %).

'H NMR (300 MHz, MeOD) & 4.05 (s, 2H, H2), 7.70 (s, 1H, H6), 8.57 (s, 1H, H8).

N-(3-(1H-imidazol-4-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamide (136).
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Chemical Formula: C{{HgBroN,O
Exact Mass: 369,906
Molecular Weight: 372,020

Compounds 81 (36 mg, 0.1 mmol) and 135 (34 mg, 0.1 mmol) were added in the flask. The flask
was degased and filled with argon few times in a Schlenk line. Dry DMF (2.0 mL) was added to the
mixture. Reaction mixture was stirred at room temperature under argon for 48 h. Purification by
silica gel column chromatography (EtOAc/Heptane: 1/1) afforded 136 as a light yellow amorphous
solid (8 mg, 22 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.22 (s, 2H, H8), 6.96 (s, 1H, H4), 7.38 (s, 1H, H12), 7.63 (s, 1H,
H14), 8.67 (s, 1H, H7), 12.32 (s, 1H, H13), 12.73 (s, 1H, H1).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C11H9Br,N4O: 372.9117. Found: 372.9105.

4,5-dibromo-N-(3-(thiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (140).
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Chemical Formula: C4,HgBroN,OS
Exact Mass: 385,8724
Molecular Weight: 388,0770

I~

Compound 140 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (200 mg,
0.65 mmol) and 137 (0.1 mL, 0.92 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid (92 mg, 36 %).

'H NMR (300 MHz, DMF-d7) & 4.40 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 7.09 (dd, /= 3.6, 5.3 Hz, 1H, H13), 7.11
(d, /=28 HZ 1H, H4), 731 (dd, /= 1.2, 3.7 Hz, 1H, H12), 7.61 (dd, /= 1.2, 5.2 Hz, 1H, H14), 8.76
(t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.96 (s, 1H, H1).

3C NMR (75 MHz, DMF-d7) § 29.2 (C8), 75.3 (C10), 90.8 (C9), 98.6 (C3), 105.3 (C2), 113.4 (C4),
122.6 (C11), 127.7 (C13), 128.3 (C14), 128.5 (C5), 132.7 (C12), 159 (C6).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;,HgBr,N,OS: 390.8761. Found: 390.8794.

N-(3-(benzo[ blthiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamide
(141).

Chemical Formula: C4gHoBroN,OS
Exact Mass: 435,8881
Molecular Weight: 438,1370

Compound 141 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (100 mg,
0.33 mmol) and 138 (84 mg, 0.39 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid (34 mg, 24 %).

'H NMR (300 MHz, DMF-d7) 8 4.46 (d, /= 5.7 Hz, 2H, H8), 7.10 (s, 1H, H4), 7.45 (m, 2H, H15-16),
7.66 (s, 1H, H12), 7.89 (m, 1H, H14), 7.99 (m, 1H, H17), 8.97 (t, /= 5.7 Hz, 1H, H7), 13.09 (br s, 1H,
HI1).

13C NMR (75 MHz, DMF-d7) § 29 (C8), 75.2 (C10), 93 (C9), 98.4 (C3), 105.1 (C2), 113.5 (C4), 122.3
(C17),122.4 (C11), 124.2 (C14), 125.1 (C15), 125.9 (C16), 128.4 (C5), 129.4 (C12), 139.3 (C13), 139.8
(C18), 159 (C6).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Cy6H11Br,N,OS: 436.8959. Found: 436.9008.
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N-(3-(1H-indol-5-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamide (142).

Chemical Formula: C4gH1BroN3;O
Exact Mass: 418,9269
Molecular Weight: 421,0920

Compound 142 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (200 mg,
0.65 mmol) and 139. Purification afforded the title compound as a beige amorphous solid (25 mg,
10 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.28 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 6.42 (s, 1H, H14), 7 (d, /= 2.8 Hz, 1H,
H4), 7.11 (dd, /= 1.4, 8.4 Hz, 1H, H19), 7.37 (m, 1H, H18), 7.39 (m, 1H, H15), 7.64 (s, 1H, H12), 8.66
(t, /=54 Hz, 1H, H7), 11.26 (s, 1H, H16), 12.77 (s, 1H, H1).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 28.7 (C8), 83.7 (C9 and C10), 97.9 (C3), 101.2 (C14), 105 (C2), 111.7
(C18), 112.3 (C11), 113 (C4), 123.7 (C12), 124.3 (C19), 126.5 (C15), 127.5 (C17), 127.7 (C5), 135.5
(C13), 158.5 (C6)

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)™ Cy6H1,Br,N3;O: 421.9327. Found: 421.9356.

IR (cm™) : 3415, 3154, 1639, 1556, 1504, 1236.

Tert-butyl 5-iodo-1H-indole-1-carboxylate (144).

I
m
N

Boc

Chemical Formula: Cy3H{4INO,
Exact Mass: 343,0069
Molecular Weight: 343,1645

Prepared according to the literature (86 %).”’°

Tert-butyl-5-(3-(4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamido)prop-1-yn-1-yl)-1H-indole-1-
carboxylate (145).
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Chemical Formula: C51H1gBroN3;O3
Exact Mass: 518,979
Molecular Weight: 521,209

Compound 145 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (200 mg,
0.65 mmol) and 144 (269 mg, 0.78 mmol). Purification afforded the title compound as a white
amorphous solid (141 mg, 41 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 1.62 (s, 9H, H18), 4.29 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H8), 6.70 (d, /= 3.9 Hz,
1H, H14), 6.99 (d, /= 2.8 Hz, 1H, H4), 7.36 (dd, /= 1.8, 8.6 Hz, 1H, H21), 7.71 (m, 2H, H12-15), 8.03
(d, /= 8.6 Hz, 1H, H20), 8.68 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.77 (s, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 27.6 (C18), 28.7 (C8), 82.2 (C10), 84.2 (C17), 85.6 (C9), 97.9 (C3),
105.1 (C2), 107.2 (C14), 113 (C4), 114.9 (C20), 1164 (C11), 124.4 (C12), 127.2 (C15), 127.4 (C5),
127.7 (C21), 130.3 (C13), 134.1 (C19), 148.8 (C16), 158.6 (C6).

2-(4,5-dibromo-1H-pyrrol-2-yl)-6-(1H-indol-5-yl)-4 H-1,3-oxazine (146).

Chemical Formula: C4gH{1BraNsO
Exact Mass: 418,927
Molecular Weight: 421,092

Compound 145 (120 mg, 0.23 mmol) was dissolved in 1 mL of dry DCM under argon atmosphere,
TFA (0.17 mL, 10 eq.) was added dropwise. The reaction mixture was stirred at room temperature
for 3 h. The reaction was quenched with NaOH 0.1 M and extracted with EtOAc, concentrated
under vaccum. The crude was triturated with ether and purified by silica gel flash chromatography
(elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to afford the deprotected compound 146 as
a beige amorphous solid (84 mg, 87 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.18 (d, /= 2.9 Hz, 2H, H7), 5.64 (t, /= 2.9 Hz, 1H, H8), 6.54 (t, J

= 2.2 Hz, 1H, H13), 6.93 (s, 1H, H4), 7.38 (t, /= 2.5 Hz, 1H, H14), 7.43 (m, 2H, H11-17), 7.93 (m, 1H,
H18), 11.2 (s, 1H, H15), 12.71 (br s, 1H, H1).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 42 (C7), 94.8 (C8), 98.2 (C3), 101.9 (C13), 105.4 (C2), 111.5 (C17),
113.4 (C4), 115.9 (C18), 117.4 (C11), 123.1 (C10), 126.2 (C5, C14), 127.5 (C12), 136.1 (C16), 146.7
(C6), 147.9 (C9).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* Ci6H1,BraN5O: 421.9327. Found: 421.9318.

3-iodo-1H-pyrrolo[2,3- b]pyridine (155).

HN\

N

I
=

Chemical Formula: C;H5IN,
Exact Mass: 243,950
Molecular Weight: 244,035

Prepared according to the literature from 154 (1.71 g, 83 %).2"°

N-(3-(1H-pyrrolo[2,3-b]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-
carboxamide (156).

Chemical Formula: C45H4¢BraN,O
Exact Mass: 419,922
Molecular Weight: 422,080

Compound 156 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (200 mg,
0.65 mmol) and 159 (301 mg, 0.78 mmol). Purification afforded the intermediate 160 as a brown
amorphous solid (221 mg, 60 %). Compound 160 (125 mg, 0.22 mmol, 1.2 eq.) was dissolved in 2
mL of dry THF. A solution of TBAF (187 mg, 0.67 mmol, 3eq.) in 0.7 mL of dry THF was added to
the mixture. It was stirred at room temperature for 3 h and then at 50°C for 2 h until completion
of reaction. The solvent was removed under vacuum. The crude was purified by silica gel flash
chromatography (elution by gradient from 100 to 90/10 DCM/MeOH) to afford the deprotected
compound 156 as a beige amorphous solid (57 mg, 61 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.33 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 7.0 (s, 1H, H4), 7.16 (dd, /= 4.5, 7.9
Hz, 1H, H16), 7.78 (s, 1H, H12), 7.94 (d, /= 7.9 Hz, 1H, H17), 8.28 (d, /= 4.4 Hz, 1H, H15), 8.66 (t, /
= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.0 (s, 1H, H13), 12.76 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29 (C8), 75.4 (C10), 87.5 (C11), 94.7 (C9), 97.9 (C3), 105 (C2), 112.9
(C4), 116.3 (C16), 120.3 (C18), 127.8 (C5), 127 (C17), 130.1 (C12), 143.8 (C15), 147.6 (C14), 158.5
(C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H11N4OBry: 422.9279. Found: 422.9273.

IR (cm™): 3200, 1618, 1517, 1410, 1293, 1214.
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Tert-butyl 3-iodo-1H-pyrrolo[2,3- b]pyridine-1-carboxylate (157).

Chemical Formula: C15H43IN5O5
Exact Mass: 344,002
Molecular Weight: 344,152

Prepared according to the literature from 155 (415 mg, 98 %).?’’

Tert-butyl-3-(3-(4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamido)prop-1-yn-1-yl)-1H-pyrrolo[2,3-
blpyridine-1-carboxylate (158).

Chemical Formula: CygH{gBraN4O3
Exact Mass: 519,975
Molecular Weight: 522,197

Compound 158 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (148 mg,
0.48 mmol, 1 eq.) and 157 (166 mg, 0.48 mmol, 1 eq.). Purification afforded the title compound
as a brown amorphous solid (348 mg, > 100 %) with Et;NH".

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.6 (s, 9H, H13), 4.35 (d, /= 4.9 Hz, 2H, H8), 7.0 (s, 1H, H4), 7.38
(m, 1H, H16), 8.01 (d, /= 7.3 Hz, 1H, H17), 8.04 (s, 1H, H12), 8.47 (d, /= 4.9 Hz, 1H, H15), 8.72 (t, /
=49 Hz, 1H, H7), 12.8 (s, 1H, H1).

3-iodo-1-(phenylsulfonyl)-1H-pyrrolo[2,3- b]pyridine (159).
@)
s
A

Chemical Formula: C;3HgIN,O5S
Exact Mass: 383,943
Molecular Weight: 384,191

Prepared according to the literature from compound 155.%°

Imidazo[1,2-a]pyrazine (166).
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Chemical Formula: CgHsN3
Exact Mass: 119,048
Molecular Weight: 119,127

Prepared according to the literature from compound 165 (0.75 g, quant.).?*’

3-iodoimidazol[1,2-a]pyrazine (167).
N
A
o
N__—~

Chemical Formula: CgH4INg
Exact Mass: 244,945
Molecular Weight: 245,023

Prepared according to the literature from compound 166 (87 mg, 42 %).°%®

C,\’l’\>\|
A

Chemical Formula: CgHyIN3
Exact Mass: 244,945
Molecular Weight: 245,023

3-iodoimidazo[1,2- b]pyridazine (169).

Prepared according to the literature from compound 168 (4.92 g, 64 %).”*

Imidazo[1,2-a]pyridine (171).

N
B
N

=

Chemical Formula: C;HgN»
Exact Mass: 118,053
Molecular Weight: 118,139

Prepared according to the literature from compound 170 (1.79 g, quant.).?*

Chemical Formula: CgH4IN3
Exact Mass: 244,945
Molecular Weight: 245,023

3-iodoimidazo[1,2-a]pyridine (172).
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Prepared according to the literature from compound 171.22%

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(161)

/
N
H

Chemical Formula: C44HgBroNsO
Exact Mass: 420,9174
Molecular Weight: 423,0680

Compound 161 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (125 mg,
0.41 mmol) and 167 (100 mg, 0.41 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid (46 mg, 27 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.45 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, / = 2.5 Hz, 1H, H4), 8.08 (d,
J =45 Hz, 1H, H15), 8.10 (s, 1H, H12), 8.51 (dd, /= 1.3, 4.5 Hz, 1H, H16), 8.79 (t, /= 5.3 Hz, 1H,
H7),9.16 (d, /= 1.3 Hz, 1H, H14), 12.83 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.1 (C10), 98 (C3), 98.4 (C9), 105.3 (C2), 108.9 (C11),
113.1 (C4), 118.6 (C16), 127.5 (C5), 130.5 (C12), 138.9 (C15), 140 (C13), 143.2 (C14), 158.8 (C6).
HRMS (ESI) m/z Calcd for (M+H)" C14H19NsOBr: 425.9211. Found: 425.9236.

IR (cm™): 3280, 2922, 1657, 1513, 1412, 1311, 1221.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1 H-pyrrole-2-
carboxamide (163)

w
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Chemical Formula: C44HgBroNsO
Exact Mass: 420,9174
Molecular Weight: 423,0680

Compound 163 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (192 mg,
0.78 mmol) and 169 (200 mg, 0.65 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid (24 mg, 9 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 443 (d, / = 5.5 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 2.8 Hz, 1H, H4), 7.34 (dd,
J=4.6,9 Hz, 1H, H15), 8.07 (s, 1H, H12), 8.2(dd, /= 1.5, 9.2 Hz, 1H, H14), 8.63 (dd, /= 1.5, 4.6 Hz,
1H, H16), 8.78 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.8 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 28.9 (C8), 69.1 (C10), 96.5 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 111.6 (C11),
113.1 (C4), 118.8 (C15), 126 (C14), 127.6 (C5), 138 (C12), 139 (C13), 144.7 (Cl6), 158.6 (C6).
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HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C14H10NsOBry: 425.9211. Found: 425.9229.
IR (cm"l) 13141, 3119, 1659, 1562, 1523, 1293, 1240.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(164)

1H 8

Chemical Formula: C45H4BroN,O
Exact Mass: 419,922
Molecular Weight: 422,080

Compound 164 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (282
mg, 0.92 mmol) and 172 (150 mg, 0.62 mmol). Purification afforded the title compound as a
beige amorphous solid (120 mg, 46 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 4.45 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 1.9 Hz, 1H, H4), 7.11 (t, /
= 6.8 Hz, 1H, H15), 7.39 (t, /= 7.3 Hz, 1H, H16), 7.68 (d, /= 8.8 Hz, 1H, H17), 7.9 (s, 1H, H12), 8.46
(d, /= 6.6 Hz, 1H, H14), 875 (t, /= 5.2 Hz, 1H, H7), 12.8 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 69.4 (C10), 97.2 (C9), 97.9 (C3), 105.5 (C2), 113.1 (C4), 113.6
(C15),117.4 (C17),125.2 (C14), 126.2 (C16), 127.6 (C5), 137.7 (C12), 158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C15H1:N4OBr,: 422.9279. Found: 422.9325.

IR (cm™): 3137, 3116, 1646, 1565, 1402, 1243.

)
N
QBr

Chemical Formula: C;H5BrN,
Exact Mass: 195,9636
Molecular Weight: 197,0350

5-bromoimidazo[1,2-a]pyridine (177a).

Prepared according to the literature from compound 176a (2 g, 88 %).”**

6-chloroimidazo[1,2-a]pyridine (177b).

Cl

Chemical Formula: C;H5CIN,
Exact Mass: 152,014
Molecular Weight: 152,581
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Prepared according to the literature from compound 176b (2.38 g, quant.).**

7-chloroimidazo[1,2-a]pyridine (177c).

Cl

Chemical Formula: C;H5CIN,
Exact Mass: 152,014
Molecular Weight: 152,581

Prepared according to the literature from compound 176¢ (2 g, 88 %).*

8-bromoimidazol[1,2-a]pyridine (177d).
N
Br /’\>
| N
Z
Chemical Formula: C;H5BrN,

Exact Mass: 195,964
Molecular Weight: 197,035

Prepared according to the literature from compound 176d (2.31 g, quant.).”*

6-bromoimidazol[1,2-a]pyrimidine (177e).
N
;o\
A
V
Br

Chemical Formula: CgH4BrN3
Exact Mass: 196,959
Molecular Weight: 198,023

Prepared according to the literature from compound 176e (3.25 g, 95 %).**’

6-chloroimidazo[1,2- b]pyridazine (177f).

-y
N
_N

Cl

Chemical Formula: CgH4CIN3
Exact Mass: 153,0094
Molecular Weight: 153,5690

Prepared according to the literature from compound 176f (3.47 g, 98 %).”*
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Imidazo[1,2-a]pyridin-8-amine (183).

Chemical Formula: C;H;N3
Exact Mass: 133,064
Molecular Weight: 133,154

Prepared according to the literature from compound 180 (2.38 g, 65 %).33%

Imidazo[1,2-a]pyridin-6-amine (184).

2 N
3 ~ 6
4
NH,
5

Chemical Formula: C;H;N3
Exact Mass: 133,064
Molecular Weight: 133,154

Compound 199 (228 mg, 1.4 mmol, 1leq.) was dissolved in 5mL of EtOH and 2mL of HCI
concentrated under argon. SnCl,.2H,0 (1.26 g, 5.58 mmol, 4eq.) was added to the reaction
mixture. It was refluxed 22 h. The solvent was removed under vacuum, basified to get a pH around
8, concentrated again and purified by silica gel column chromatography (elution gradient from
100 to 90/10 DCM/MeOH) to afford 184 as a green amorphous solid (146 mg, 78 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6§ 3.52 (s, 2H, H5), 6.78 (dd, /= 1.8, 9.5 Hz, 1H, H3), 7.40 (s, 1H, H8 or
7), 743 (d, /= 9.5 Hz, 1H, H2), 7.52 (s, 1H, H8 or 7), 7.57 (s, 1H, H6).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;HgN;: 134.0718. Found: 134.0703.

N
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Chemical Formula: C;H;N3
Exact Mass: 133,064
Molecular Weight: 133,154

Imidazo[1,2-a]pyridin-5-amine (185).

Prepared according to the literature from compound 182 (3.63 g, 60 %).*"°

7-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-8-amine (187).
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Chemical Formula: C;HgIN3
Exact Mass: 258,961
Molecular Weight: 259,050

Compound 183 (30 mg, 0.23 mmol, leq.) was dissolved in 0.5 mL of pyridine with I, (63 mg, 0.25
mmol, 1.1 eq.). The mixture was stirred 2h30 at room temperature. The reaction was quenched
with a solution of Na,S,;03; and extracted with DCM. The organic phase was concentrated and
purified by silica gel flash chromatography (elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to
afford the compound 187.

'H NMR (300 MHz, CDCls) 8 5.03 (brs, 2H, H2), 6.92 (d, /= 7.0 Hz, 1H, H6), 7.40 (d, /= 7.0 Hz, 1H,
H5), 7.46 (s, 1H, H7), 7.49 (s, 1H, H8).

N-(imidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)acetamide (188).
N
1 0
\n/ | N
0] 7

Chemical Formula: CgHgN3O
Exact Mass: 175,075
Molecular Weight: 175,191

Prepared according to the literature from compound 183 (62 mg, 95 %).>”

N-(3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)acetamide (189).

3 10
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7

Chemical Formula: CgHgIN3;O
Exact Mass: 300,971
Molecular Weight: 301,087

Compound 188 (300mg, 1.71 mmol, leq.) was dissolved in 6 ml of MeCN under argon. NIS
(385mg, 1.71 mmol, 1eq.) was added, leading to the mixture precipitation. The reaction was stirred
2 h at room temperature. The reaction was quenched with water and extracted with DCM, washed
with an aqueous solution of Na,S,0;, dried over MgSO, and concentrated. The compound was
purified by silica gel flash column chromatography (elution gradient from 100 to 99/1
DCM/MeOH) to afford 189 as a white amorphous solid (421 mg, 82 %) with 11 % of residual NIS.
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'H NMR (300 MHz, CDCls) § 2.29 (s, 3H, H5), 6.93 (t, /= 7.3 Hz, 1H, H7), 7.59 (s, 1H, H10), 7.83 (d,
J=7.1Hz 1H, H8), 8.22 (d, /= 7.5 Hz, 1H, H6), 8.70 (s, 1H, H3).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 24.8 (C5), 62.2 (C9), 111.3 (C6), 114.3 (C7), 120.6 (C8), 127.4 (C2), 138.3
(C10), 141.1 (C1), 169.5 (C4).

N-(3-(8-acetamidoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-

carboxamide (190).
ts 4 0O
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Chemical Formula: C47H3BrsN505
Exact Mass: 476,944
Molecular Weight: 479,132

Compound 190 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (264 mg,
0.86 mmol) and 189 (200mg, 0.66 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (110 mg, 35 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 2.21 (s, 3H, H20), 4.44 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 2.7 Hz,
1H, H4), 7.06 (t, /= 7 Hz, 1H, H16), 7.87 (s, 1H, H12), 8.09 (d, /= 7.6 Hz, 1H, H15), 8.16 (dd, /= 1.0,
7.0 Hz, 1H, H17), 8.75 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 10.1 (s, 1H, H18), 12.81 (s, 1H, H1)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 24 (C20), 29.2 (C8), 69.3 (C10), 97.2 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 108.7
(C11), 1125 (C15), 113.1 (C4), 113.9 (C16), 119.6 (C17), 127.6 (C5), 127.9 (C14), 136.1 (C12), 138.8
(C13), 158.7 (C6), 169.9 (C19).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C17H1aNsO,Br,: 479.9494. Found: 479.9506.

IR (cm™%) : 3115, 1636, 1552, 1522, 1412, 1276, 1222.

Di-tert-butyl imidazo[1,2-a]pyridin-8-ylcarbamate (191).
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Chemical Formula: Cy7H>3N30,
Exact Mass: 333,169
Molecular Weight: 333,388

Compound 183 (200 mg, 1.5 mmol) was dissolved in 2mL of DCM. Boc,0 (983 mg, 4.5 mmol) and
DMAP (19 mg, 0.16mmol) were then added. The reaction mixture was stirred at room temperature
48 h under argon. The solvent was removed under vacuum, extracted with EtOAc, washed with
water, brine and dried over MgSO,. It was concentrated and purified by chromatography on silica
gel to afford the expected compound 191 as a green amorphous solid (336 mg, 67 %).
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'H NMR (300 MHz, CDCl;) § 1.41 (s, 18H, H5), 6.78 (t, /= 7.1 Hz, 1H, H7), 7.05 (d, /= 7.1 Hz, 1H,
H8), 7.59 (s, 1H, H9 or 10), 7.63 (s, 1H, H9 or 10), 8.09 (d, /= 7.0 Hz, 1H, H6).
HRMS (ESI+) m/ZCalcd for (M+H)+ C17H24N304: 334.1767. Found: 334.1774.

Di-tert-butyl (3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)carbamate (192).
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Chemical Formula: C47Hx5IN3O4
Exact Mass: 459,065
Molecular Weight: 459,284

Compound 191 (327 mg, 0.98 mmol, leq.) was dissolved in 2 ml of ACN under argon. NIS (288
mg, 1.3 mmol, 1.3 eq.) was added. The reaction was stirred 24 h at rt. The reaction was quenched
with water and extracted with DCM, washed with an aqueous solution of Na,S,0s, dried over
MgSO, and concentrated. The compound was purified by silica gel flash column chromatography
(elution gradient from 100 to 99/1 DCM/MeOH) to afford 192 as a white amorphous solid (391
mg, 88 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl;) § 1.42 (s, 18H, H5), 6.96 (t, /= 7.1 Hz, 1H, H7), 7.16 (dd, /= 1.0, 7.1 Hz,
1H, H6), 7.70 (s, 1H, H10), 8.11 (dd, /= 1.0, 7.1 Hz, 1H, H8).

13C NMR (75 MHz, CDCl5) § 28 (C5), 61.4 (C9), 83.5 (C4), 112.7 (C7), 124.2 (C6), 125.7 (C8), 128.9
(C2), 140 (C10), 145 (C1), 151.3 (C3).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C17H23N3041: 460.0733. Found: 460.0729.

N-(3-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-
carboxamide (194).
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Chemical Formula: C45H41BroNsO
Exact Mass: 434,933
Molecular Weight: 437,095

Compound 194 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (466 mg,
1.52 mmol) and 192 (350 mg, 0.76 mmol). Purification afforded the intermediate 193 as a brown
amorphous solid (321 mg, 66 %). Then 193 (320 mg, 0.5 mmol, 1eq.) was dissolved in 2.5 mL of
dry DCM under argon at 0°C. TFA (0.37 mL, 5mmol, 10 eq.) was added dropwise to the reaction
mixture. After 2 h of reaction, 10 eq. of TFA (0.37 mL) were added to the mixture at -5°C. The

221



reaction mixture was stirred at -5°C during 2 h and then additionnal 2 h at room temperature. The

mixture was quenched with an aqueous solution of Na,CO; and extracted with DCM. Collected

organic layers were dried over MgSQ, filtered and concentrated under vacuum. Flash
chromatographic purification (elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) afforded
compound 194 as a beige amorphous solid (153 mg, 70 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.42 (d, / = 6.6 Hz, 2H, H8), 5.79 (s, 2H, H15), 6.37 (dd, /= 1.0,
7.5 Hz, 1H, H16), 6.83 (t, /= 6.9 Hz, 1H, H17), 6.99 (s, 1H, H4), 7.7 (m, 2H, H12-18), 8.74 (t, /=54

Hz, 1H, H7), 12.8 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 29.2 (C8), 70.1 (C10), 96.5 (C9), 98 (C3), 101.9 (C16), 105.2 (C2),
108 (C11), 112.7 (C18), 113.1 (C4), 114.9 (C17), 127.6 (C5), 135.6 (C12), 137.6 (C14), 138.9 (C13),

158.7 (Co).

HMRS (ESI") m/zCalcd for (M+H)" C35H1,NsOBry: 437.9388. Found: 437.9375.

IR (cm™) : 3376, 3133, 1645, 1557, 1402, 1240.

Di-tert-butyl imidazo[1,2- a]pyridin-5-ylcarbamate (195).

Prepared according to literature from amine 185 (quant.).
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Chemical Formula: C17H53N30,4
Exact Mass: 333,169
Molecular Weight: 333,388

311

Tert-butyl imidazo[1,2-a]pyridin-5-ylcarbamate (197).

Prepared according to literature from compounds 195 (1.74 g, quant.).
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Chemical Formula: C;5H15N30,
Exact Mass: 233,116
Molecular Weight: 233,271

311

Tert-butyl (6-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-5-yl)carbamate (198).
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Chemical Formula: C5H4IN50,
Exact Mass: 359,013
Molecular Weight: 359,167
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Compound 197 (200 mg, 0.86 mmol, 1 eq.) was dissolved in 2 mL of DMF under argon at room
temperature. NIS (213 mg, 0.94 mmol, 1.1 eq.) was added to the mixture, and it was stired 22 h.
The solvant was removed under vacuum, and quenched with Na,S,0s. It was extracted with EtOAc,
then the organic phase was washed with brine, dried over MgSQO,, concentrated and purified by
silica gel column chromatography (elution gradient from 100 to 98/2 DCM/MeOH) to afford 198
as a brown amorphous solid (276 mg, 90 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.50 (s, 9H, H6), 6.82 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H2), 7.62 (s, 1H, H9),
7.76 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H3), 8.09 (s, 1H, H8), 9.97 (s, 1H, H5).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C1,H15N30,L 360.0209. Found: 360.0219.

6- Nitroimidazo[1,2-a]pyridine (199).

NO,

Chemical Formula: C;H5N3;O,
Exact Mass: 163,038
Molecular Weight: 163,136

Prepared according to the literature (547 mg, 93 %).>"*

Di-tert-butyl (3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-6-yl)carbamate (201).
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Chemical Formula: C47Hx5IN3O4

Exact Mass: 459,065
Molecular Weight: 459,284

Compound 184 (245 mg, 1.84mmol, leq.) was dissolved in 2 mL of MeCN and Et;N (0.8 mL, 5.52
mmol, 3 eq.). Boc,O (1.3 mL, 5.52 mmol, 3eq.) was added to the mixture and stirred at room
temperature for two days. The solvent was removed under vacuum and the crude residue was
purified by silica gel column chromatography (elution gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to
afford 200 as a brown solid (257 mg, 42 %). Intermediate 200 was subjected to the iodination
with NIS (174 mg, 0.77 mmol, 1eq.) in 1 mL of ACN during 24 h. The mixture was concentrated
and purified by silica gel column chromatography (elution gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH)
to afford 201 as a yellow oil (383 mg, quant.).
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'H NMR (300 MHz, CDCls) 8 1.47 (s, 18H), 7.12 (d, /= 9.4 Hz, 1H), 7.63 (d, /= 9.4 Hz, 1H), 7.75 (s,
1H), 8.07 (s, 1H).
HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Cy7H,3N30,41: 460.0733. Found: 460.0746.

N-(3-(6-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-
carboxamide (202).
N
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Chemical Formula: C5H¢1BroNsO
Exact Mass: 434,933
Molecular Weight: 437,095

Compound 202 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 and 201
(358 mg, 0.78 mmol). The protected intermediate was directly engaged in a TFA (1 mL)
deprotection in DCM at 0°C then at room temperature. After 24 h of reaction, the reaction mixture
was quenched with Na,CO; and concentrated under vacuum. The crude product was purified by
silica gel flash chromatography (elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeCOH) to afford 202
as a brown amorphous solid (38 mg, 11 % over two steps).

'H NMR (500MHz, -d7) & 4.53 (s, 2H, H8), 5,26 (s, 2H, H17), 7.10 (d, /= 9.5 Hz, 1H, H15), 7.14 (s,
1H, H4), 744 (d, / = 9.2 Hz, 1H, H14), 7.66 (s, 1H, H12), 7.86 (s, 1H, H18), 8.81 (t, /= 4.6 Hz, 1H,
H7), 12.95 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMF-d7) & 29.8 (C8), 70.8 (C10), 96.7 (C9), 98.7 (C3), 105.3 (C2), 106.6 (C18-
C11),113.6 (C4),117.4 (C14), 21.6 (C15), 128.7 (C5), 137 (C12), 138.2 (C16), 142.2 (C13), 159.2 (C6).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H12NsOBry: 437.9388. Found: 437.9388.

IR (cm™) : 3149, 2920, 2849, 1628, 1565, 1521, 1500, 1414, 1203.

6-bromo-3-iodoimidazo[1,2-a]pyridine (205a).
N
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Chemical Formula: C;H4BrIN,
Exact Mass: 321,860
Molecular Weight: 322,931

Prepared according to the literature from compounds 203a and 204a (770 mg, 73 % over two

StepS). 314, 315

3-iodo-6-methylimidazo[1,2-a]pyridine (205b).
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Chemical Formula: CgH-IN,
Exact Mass: 257,965
Molecular Weight: 258,062

Prepared according to the procedure used for 205¢ from compounds 203b and 204b (1.89 g, 79
% over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & : 2.35 (s, 3H, H5), 7.16 (dd, / = 1.8, 9.3 Hz, 1H, H4), 7.50 (d, / =
9.1 Hz, 1H, H3), 7.64 (s, 1H, H10), 8.1 (m, 1H, H7).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 17.5 (C5), 63.8 (C9), 116.5 (C3), 122.9 (C6), 123.8 (C7), 128 (C4),
139.5 (C10), 145.9 (C2).

HRMS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgHgN,I: 258.9732. Found: 258.9723.

3-iodo-7-methylimidazo[1,2-a]pyridine (205c).
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Chemical Formula: CgH;IN,
Exact Mass: 257,965
Molecular Weight: 258,062

Prepared according to the literature from compounds 203c and 204c (2.13 g, 89 % over two

StepS). 316, 317

7-chloro-3-iodoimidazo[1,2-a]pyridine (205d).

Cl
Chemical Formula: C;H,CIIN,
Exact Mass: 277,911
Molecular Weight: 278,477

Prepared according to the literature from compound 177¢ (902 mg, 94 %).2% *®

Di-tert-butyl (6-bromo-3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-8-yl)carbamate (205e).
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Chemical Formula: C47H51BrIN3O,
Exact Mass: 536,976
Molecular Weight: 538,180

Compound 204a was synthesized according to the literature method from compound 203e and
Boc protection with Boc,0O (1.54 g, 7.07 mmol, 3eq.) and DMAP (58 mg, 0.47 mmol, 0.2 eq.) in 10
mL of DCM overnight at room temperature (375 mg, 33 % over two steps).’'? 204e (180 mg, 0.44
mmol, 1eq.) was dissolved in 2 mL of MeCN and NIS (98 mg, 0.44 mmol, 1 eq.) was added. The
reaction mixture was stirred at room temperature overnight. The solvent was removed under
vaccum and dissolved in DCM. The organic phase was washed with NaHCO; (,q), dried over MgSO,
and concentrated. The crude was purified by silica gel chromatography (elution gradient from 100
to 98/2 DCM/MeOH) to afford 205e as a grey amorphous solid (229 mg, 97 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) 8 1.44 (s, 18H, H5), 7.26 (d, /= 1.7 Hz, 1H, H6), 7.69 (s, 1H, H10), 8.25
(d, /= 1.7 Hz, 1H, H8).

3C NMR (75 MHz, CDCls) § 28 (C5), 61.8 (C9), 84 (C4), 106.9 (C7), 125.9 (C8), 129 (C2), 127.9 (C6),
140.6 (C10), 143.8 (C1), 150.9 (C3).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C17H,,BrN3O,4L: 537.9838. Found: 537.9816.

6-chloro-3-iodoimidazo[1,2-a]pyridine (205f).
N
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Chemical Formula: C;H,4CIIN,
Exact Mass: 277,911
Molecular Weight: 278,477

Prepared according to the literature from compound 177b (1.19 g, 87 %).*°

6-fluoro-3-iodoimidazo[1,2-a]pyridine (205g).
N
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Chemical Formula: C;H4FIN,
Exact Mass: 261,940
Molecular Weight: 262,026

Prepared according to the literature from compounds 203g and 204g (131 mg, 61 % over two
steps).*!’
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3-iodo-7-(trifluoromethyl)imidazo[1,2-a]pyridine (205h).
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Chemical Formula: CgH4F3IN,
Exact Mass: 311,937
Molecular Weight: 312,034

The intermediate 204h was prepared according to the literature from compound 203h.>*
Compound 204h (423 mg, 2.28mmol, 1eq.) was dissolved in 3 mL of ACN and NIS (511 mg, 2.28
mmol, 1leq.) was added. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature. The
reaction was quenched with NaOH 10 %, extracted with DCM and wahed with 5 % Na,SO,0; (aq).
It was dried over MgSO, and rotary evaporated. The crude product was purified with silica gel
column chromatography (100% DCM) to afford a white amorphous solid (461 mg, 60 % over two
steps).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.14 (d, /= 7.4 Hz, 1H, H5), 7.88 (s, 1H, H8), 7.96 (s, 1H, H3), 8.29 (d,
J=74Hz, 1H, He).

8-bromo-3-iodoimidazo[1,2-a]pyridine (205i).

Chemical Formula: C;H4BrIN,
Exact Mass: 321,860
Molecular Weight: 322,931

Prepared according to the literature from compounds 176d and 177d (695 mg, 97 % over two

steps).?*

4,5-dibromo-N-(3-(6-bromoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (206).
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Chemical Formula: C;5HgBrsN,O
Exact Mass: 497,833
Molecular Weight: 500,976
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Compound 206 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (549 mg,
1.79 mmol) and 205a (386 mg, 1.2 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow amorphous solid (32 mg, 5 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.46 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 6.99 (s, 1H, H4), 7.52 (dd, /= 1.9, 9.6
Hz, 1H, H15), 7.67 (d, /= 9.6 Hz, 1H, H14), 7.91 (s, 1H, H12), 8.67 (s, 1H, H17), 8.74 (t, /= 5.3 Hz,
1H, H7), 12.81 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.8 (C10), 98 (C9-C2), 105.2 (C2), 107 (C11), 107.8
(C16), 113.1 (C4), 118.5 (C14), 125.2 (C17), 127.6 (C5), 129.2 (C15), 138.1 (C12), 143.4 (C13), 158.7
(C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C15sH10N4OBrs: 500.8384. Found: 500.8393.

IR (cm™): 3152, 1654, 1561, 1518, 1407, 1310, 1222.

4,5-dibromo-N-(3-(6-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (207).
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Chemical Formula: C4gH{5BroN,O

Exact Mass: 433,938
Molecular Weight: 436,107

Compound 207 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (376 mg,
1.23 mmol) and 205b (211 mg, 0.82 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow amorphous solid (105 mg, 30 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 6 2.34 (s, 3H, H18), 4.45 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 7.0 (s, 1H, H4), 7.25
(d, /=8.7 Hz, 1H, H15), 7.59 (d, /= 8.7 Hz, 1H, H14), 7.82 (s, 1H, H12), 8.25 (s, 1H, H17), 8.74 (t, /
= 5.2 Hz, 1H, H7), 12.80 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 17.5 (C18), 29.2 (C8), 69.7 (C10), 97.1 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2),
107.4 (C11), 113.1 (C4), 116.8 (C14), 122.7 (C17), 123.1 (C16), 127.6 (C5), 129.1 (C15), 137.5 (C12),
144.2 (C13), 158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H13N4OBry: 436.9436. Found: 436.9457.

IR (cm™Y) : 3144, 1651, 1564, 1404, 1308, 1243, 1162.

4,5-dibromo-N-(3-(7-methylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (208).
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Chemical Formula: C5H15BroN,O
Exact Mass: 433,938
Molecular Weight: 436,107

Compound 208 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (457 mg,
1.5 mmol) and 205c (257 mg, 1.0 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (100 mg, 23 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 2.39 (s, 3H, H18), 443 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 6.96 (d, /= 6.9 Hz,
1H, H16), 6.99 (s, 1H, H4), 7.47 (br s, 1H, H17), 8.35 (br s, 1H, H14), 8.75 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H7), 12.81
(s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 20.7 (C18), 29.2 (C8), 69 (C10), 97 (C9), 97.9 (C3), 105.1 (C2), 113.1
(C4), 115.8 (C17), 116 (C16), 124.5 (C14), 127.6 (C5), 136.9 (C12), 158.7 (C6). Some quaternary
carbons are too broad to be seen due to very slow relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;6H13N4OBr,: 436.9436. Found: 436.9424.

IR (cm™) : 3136, 1634, 1566, 1400, 1244, 1190.

4,5-dibromo-N-(3-(7-chloroimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (209).
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Chemical Formula: Cy5HgBr>CIN,O
Exact Mass: 453,883
Molecular Weight: 456,522

Compound 209 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (169 mg,
0.55 mmol) and 205d (62 mg, 0.22 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow amorphous solid (20 mg, 20 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.44 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 2.9 Hz, 1H, H4) 7.18 (dd,
J=2.1,73Hz 1H, H16), 7.88 (s, 1H, H14), 7.91 (s, 1H, H12) 8.46 (d, /= 7.3 Hz, 1H, H17), 875 (t, /
= 5.3 Hz, 1H, H7), 12.80 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.9 (C10), 97.6 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 108.1 (C11),
113.1 (C4), 114.7 (C16), 116.3 (C14), 126.2 (C17), 127.5 (C5), 131.3 (C15), 138.4 (C12), 144.6 (C13),
158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C15H1oN4OBr,Cl: 456.8889. Found: 456.8879.
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N-(3-(8-amino-6-bromoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromo-1H-
pyrrole-2-carboxamide (210).

14

12 Nya NH2

\ N \15

" N 16

Br 4 7 / .

3 H 710 e 17

/ \ 6 N 9 Br

Br—2 N5 8
H O

Chemical Formula: C45H4oBr3NsO
Exact Mass: 512,844
Molecular Weight: 515,991

Compound 210 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (238 mg,
0.78 mmol) and 205e (209 mg, 0.39 mmol) to afford the protected intermediate, which was
dissolved in 2 mL of DCM. The mixture was cooled with an ice bath and TFA was added (0.2 mL,
10 eq.). The mixture was stirred 8 h at room temprature. The reaction was quenched with the
addition of NaOH 10 %, the resulting precipitate was filtered and rinsed with water and then DCM
yielding a pale yellow amorphous solid 210 (119 mg, 59 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.43 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 6.18 (br s, 2H, H14), 6.48 (d, /= 1.7
Hz, 1H, H16), 6.99 (d, /= 2.8 Hz, 1H, H4), 7.73 (s, 1H, H12), 7.83 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H18), 8.72 (t, /
= 5.5 Hz, 1H, H7), 12.80 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 69.3 (C10), 97.3 (C9), 98 (C3), 104.6 (C16), 105.2 (C2),
108.6 (C11), 109.5 (C17), 112 (C18), 113.1 (C4), 127.6 (C5), 135.5 (C12), 137.1 (C15), 138.2 (C13),
158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C15H1:NsOBr3: 515.8493. Found: 515.8485.

IR (cm™) : 3385, 3147, 1649, 1600, 1561, 1397, 1239, 1212.

4,5-dibromo-N-(3-(6-chloroimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-
carboxamide (211).
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Chemical Formula: C5HgBr,CIN,O
Exact Mass: 453,883
Molecular Weight: 456,522

Compound 211 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (198 mg,

0.65 mmol) and 205f (150 mg, 0.54 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (75 mg, 31 %).
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.46 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 2.8 Hz, 1H, H4), 7.45 (dd,
J=1.9,94 Hz, 1H, H15), 7.73 (d, /= 9.4 Hz, 1H, H14), 7.94 (s, 1H, H12), 8.62 (s, 1H, H17), 8.74 (t, /
=54 Hz, 1H, H7), 12.80 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 29.2 (C8), 68.8 (C10), 98 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 108.7 (C11),
113.1 (C4), 118.3 (C14), 120.8 (C16), 123.2 (C17), 127.6 (C5), 127.1 (C15), 138.2 (C12), 143.4 (C13),
158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Cy5H10N4OBr,Cl: 456.8889. Found: 456.8891.

IR (cm™) : 3158, 1655, 1561, 1520, 1489, 1308, 1242.

4,5-dibromo-N-(3-(6-fluoroimidazo[1,2- a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1 H-pyrrole-2-
carboxamide (212).
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Chemical Formula: C;5HgBroFN,O
Exact Mass: 437,913
Molecular Weight: 440,070

Compound 212 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (214 mg,
0.70 mmol) and 205g (122 mg, 0.47 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow amorphous solid (129 mg, 63 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.45 (d, / = 5.4 Hz, 2H, H8), 6.99 (s, 1H, H4), 7.49 (t, /= 9.2 Hz,
1H, H15), 7.77 (dd, /= 5.1, 9.3 Hz, 1H, H14), 7.94 (s, 1H, H12), 8.63 (s, 1H, H17), 8.74 (t, /= 4.9 Hz,
1H, H7), 12.82 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.3 (C8), 69.1 (C10), 98(C9), 98.1 (C3), 105.2 (C2), 108.9 (C11),
112.3 (d, /= 41.6 Hz, C17), 113.2 (C4), 118.0 (d, /= 25.7 Hz, C15), 1184 (d, /= 9.3 Hz, C14), 127.6
(C5), 138.6 (C12), 152-155.1 (d, / = 235.8 Hz, C16), 158.7 (C6). One quaternary carbon too broad
to be seen due to very slow relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C15H10N4OBr,F: 440.9188. Found: 440.9185.

IR (cm™) : 3148, 1653, 1562, 1519, 1499, 1404, 1309, 1221.

4,5-dibromo- N-(3-(7-(trifluoromethyl)imidazo[1,2- a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-
pyrrole-2-carboxamide (213).
12N
| D28 14

8 4 7 ) N®\18
Br /\5 H //10 — /15 CFs
AN 6 - 9 176

H 0o
Chemical Formula: C1gHgBroFsN,O

Exact Mass: 487,910
Molecular Weight: 490,078
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Compound 213 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (286 mg,
0.94 mmol) and 205h (122 mg, 0.62 mmol). Purification afforded the title compound as a pale
yellow amorphous solid (173 mg, 57 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.46 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 1.8 Hz, 1H, H4), 7.37 (d,
J=7.1Hz 1H, H16), 8.11 (s, 1H, H12), 8.20 (s, 1H, H14), 8.65 (d, /= 7.1 Hz, 1H, H17), 877 (t, /=
5.4 Hz, 1H, H7), 12.80 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.7 (C10), 98 (C9), 98.1 (C3), 105.2 (C2), 108.9 (d, / =
3.0 Hz, C16), 109.4 (C11), 113.1 (C4), 115.6 (d, / = 5.0 Hz, C14), 121.6 (C18), 125.7 (t, /= 36.7 Hz,
C15), 126.8 (C17), 127.5 (C5), 139.5 (C12), 143.3 (C13), 158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci6H1oN4OBr5F;: 490.9147. Found: 490.9153.

IR (cm™): 3154, 1638, 1564, 1314, 1168, 1131, 1052.

4,5-dibromo-N-(3-(8-bromoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-

carboxamide (214).
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Chemical Formula: C45HgBrsN,O
Exact Mass: 497,833
Molecular Weight: 500,976

Compound 214 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (313 mg,
1.02 mmol) and 205i (220 mg, 0.68 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (113 mg, 33 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.44 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 6.99 (d, /= 2.9 Hz, 1H, H4), 7.03 (t, /
= 6.9 Hz, 1H, H16), 7.74 (dd, /= 0.9, 7.2 Hz, 1H, H15), 7.94 (s, 1H, H12), 8.48 (dd, /= 0.9, 6.8 Hz,
1H, H17), 8.75 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H7), 12.80 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 69 (C10), 97.6 (C9), 98 (C3), 105.2 (C2), 109.6 (C11),
110.9 (C14), 113.1 (C4), 113.9 (C16), 125 (C17), 127.5 (C5), 128.7 (C15), 137.7 (C12), 142.5 (C13),
158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H10N4OBr3: 498.8405. Found: 498.8423.

IR (cm™) : 3135, 3116, 1642, 1560, 1521, 1398, 1240, 1212.

4-(imidazo[1,2-a]pyridin-6-yl)morpholine (215).
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Chemical Formula: C4{H{3N3O
Exact Mass: 203,106
Molecular Weight: 203,245

232



Compound 204a (215 mg, 1.1 mmol, 1 eq.) was dissolved in 2 mL of anhydrous toluene with
NaOtBu (157 mg, 1.6 mmol, 1.5 eq.) followed by morpholine (0.3 mL, 3.3 mmol, 3 eq.). The mixture
was degased with argo, then Xphos (52 mg, 0.11 mmol, 10 mol %) and Pd,(dba); (50 mg, 5 mol
%) were added. The mixture was stirred at 100°C for 4 h until reaction completion. The mixture
was filtered through a pad of celite, concentrated and purified with silica gel chromatography
(elution gradient from 100 to 90/10 DCM/MeOH) to afford a grey amorphous solid (138 mg, 62
%).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 3.05 (t, /= 4.5 Hz, 4H, H5), 3.88 (t, / = 4.5 Hz, 4H, H6), 7.06 (dd, / =
2.3,9.8 Hz, 1H, H3), 7.50 (s, 1H, H8), 7.55 (m, 3H, H2-7-9).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) § 50.8 (C5), 66.9 (C6), 111.5 (C7), 113.2 (C8), 117.7 (C2), 121.5 (C3), 132.8
(C9), 140.3 (C4), 142.5 (C1).

4-(3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-6-yl)morpholine (216).
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Molecular Weight: 329,141
Compound 216 was synthesised from compound 215 with the same procedure as previously
described with NIS in ACN to afford a green amorphous solid (175 mg, 72 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & : 3.11 (t, / = 4.6 Hz, 4H, H5), 3.89 (t, /= 4.6 Hz, 4H, H6), 7.10 (dd, / =
2.2,9.7 Hz, 1H, H3), 7.49 (m, 2H, H2-7), 7.61 (s, 1H, H9).

13C NMR (75 MHz, CDCl;) § 50.6 (C5), 61.7 (C8), 66.8 (C6), 111.6 (C7), 117.8 (C2), 121.4 (C3), 139.7
(C9), 141 (C4), 144.6 (C1).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C1;H13N;50I: 330.0103. Found: 330.0110.

4,5-dibromo-N-(3-(6-morpholinoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-
2-carboxamide (217).
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Chemical Formula: C4gH{7BraN5O5
Exact Mass: 504,975
Molecular Weight: 507,186
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Compound 217 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (383 mg,
1.3 mmol) and 216 (206 mg, 0.63 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (71 mg, 22 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 3.05 (t, / = 4.5 Hz, 4H, H17), 3.75 (t, /= 4.5 Hz, 4H, H18), 4.43 (d,
J=5.3Hz 2H, H8), 6.99 (s, 1H, H4), 7.38 (d, /= 9.9 Hz, 1H, H15), 7.57 (d, /= 9.9 hz, 1H, H14), 7.64
(s, 1H, H19), 7.76 (s, 1H, H12), 8.79 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H7), 12.79 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 49.3 (C17), 65.8 (C18), 29.3 (C8), 69.9 (C10), 97.5 (C9), 98 (C3),
105.1 (C2), 107.8 (C11), 108.8 (C19), 113 (C4), 117.2 (C14), 121.7 (C15), 127.6 (C5), 136.9 (C12),
140.5 (C16), 141.7 (C13), 158.7 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C19H1sNsO,Br,: 507.9807. Found: 507.9807.

IR (cm™): 3111, 1642, 1567, 1505, 1402, 1244, 1167, 1118.

Tert-butyl 4-(3-iodoimidazo[1,2-a]pyridin-6-yl)piperazine-1-carboxylate (219).
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Compound 219 was synthesised from compounds 218 and 204g with the same procedures as
for compounds 215 and then 216 to afford a brown amorphous solid (355 mg, 59 % over two
steps).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) § 1.49 (s, 9H, H9), 3.09 (t, / = 4.5 Hz, 4H, H5), 3.64 (t, / = 4.5 Hz, 4H,
H6), 7.16 (d, /= 9.9 Hz, 1H, H3), 7.52 (s, 1H, H10), 7.57 (d, /= 9.9 Hz, 1H, H2), 7.64 (s, 1H, H12).
13C NMR (75 MHz, CDCl;) § 28.5 (C9), 43.6 (C6), 50.6 (C5), 61.8 (C11), 80.3 (C8), 112.4 (C10), 117.7
(C2),122.5 (C3),139.3 (C12), 141.2 (C4), 144.5 (C1), 154.7 (C7).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H2.N4O,I: 429.0788. Found: 429.0793.

4,5-dibromo-N-(3-(6-(piperazin-1-yl)imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-
pyrrole-2-carboxamide (221).
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Chemical Formula: C1gHgBroNgO
Exact Mass: 503,991
Molecular Weight: 506,202
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Compound 220 was synthesized according to general procedure B using compounds 83 (296 mg,
0.97 mmol) and 219 (207 mg, 0.48 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid. 220 was dissolved in 4 mL of DCM. The reaction mixture was cooled with an ice
bath and HCI (4N dioxane) was added (0.6 mL) with 2 mL of methanol. It was stirred overnight at
room temprature. The solvent was removed under vacuum, the resulting solid rinsed with DCM
and MeOH to afford the salt 221 as a white amorphous solid (123 mg, 44 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 3.27 (s, 4H, H18), 3.54 (s, 4H, H17), 4.45 (d, / = 5.3 Hz, 2H, H8),
7.08 (d, /= 2.7 Hz, 1H, H4), 7.92 (m, 2H, H14-15), 8.03 (s, 1H, H19), 8.41 (s, 1H, H12), 9.28 (t, /=
5.2 Hz, 1H, H7), 9.64 (br s, 2H, H19), 12.91 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 29.2 (C8), 42.2 (C18), 45.5 (C17), 66.7 (C10), 98.1 (C3), 99.5 (C9),
105 (C2), 109.3 (C11), 113.3 (C15), 113.8 (C4), 127.2 (C12), 127.6 (C5), 127.7 (C14), 135.6 (C13),
142.1 (C16), 158.7 (C6).

HMRS (ESI) m/z Calcd for (M+H)* C19H19NOBr: 506.9967. Found: 506.9964.

IR (cm™) : 3275, 2928, 1640, 1521, 1390, 1322, 1237.

3-bromo- N-(prop-2-yn-1-yl)thiophene-2-carboxamide (222a).
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Chemical Formula: CgHgBrNOS

Exact Mass: 242,9353
Molecular Weight: 244,1060

Carboxylic acid 85a (2 g, 9.66 mmol, 1leq.) was dissolved in 2 mL of pyridine and 4 mL of EtOAc
and propargylamine (0.93 mL, 14.5 mmol, 1.5 eq.) was added. The mixture was cooled down with
an ice bath and T3P (11.5 mL, 19.3 mmol, 2 eq.) was slowly added under inert atmosphere. The
reaction mixture was stirred at room temperature during 40 h. The reaction was quenched with
an aqueous solution of HCI 1N and was extracted with EtOAc twice. The organic phase was washed
with a solution of Na,CO3; 10 % and with brine. It was dried over MgSO, and concentrated under
vacuum. The crude was purified by silica gel chromatography (elution gradient from 100 to 98/2
DCM/MeCOH) to afford 222a as a white amorphous solid (2.02 g, 86 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 3.14 (t, /= 2.4 Hz, 1H, H10), 4.02 (dd, / = 2.6, 5.6 Hz, 2H, HY),
7.18 (d, /= 5.2 Hz, 1H, H3), 7.82 (d, /= 5.2 Hz, 1H, H2), 8.58 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.8 (C8), 73.1 (C10), 80.8 (C9), 110.5 (C4), 130.1 (C2), 131.7 (C3),
132.4 (C5), 160 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgH;NOSBr: 245.9411. Found: 245.9439.

5-bromo- N-(prop-2-yn-1-yl)thiophene-3-carboxamide (222b).
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Chemical Formula: CgHgBrNOS

Exact Mass: 242,9353
Molecular Weight: 244,1060

Alkyne 222b was synthesized according to the same procedure as for compound 222a with
carboxylic acid 85b, to afford a white amorphous solid (1.46 g, 95 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 2.27 (t, / = 2.6 Hz, 1H, H10), 4.19 (dd, / = 2.6, 5.2 Hz, 2H, H8),
6.38 (brs, 1H, H7), 7.37 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H4), 7.81 (d, /= 1.7 Hz, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.6 (C8), 72 (C10), 79.2 (C9), 113.6 (C3), 128.6 (C4), 130.1 (C1),
136.9 (C5), 161.5 (C6).

HMRS (ESI") m/zCalcd for (M+H)" CgH;NOSBr: 245.9411. Found: 245.9447.

N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-2-carboxamide (222c).

Chemical Formula: C15HoN>-O
Exact Mass: 198,0793
Molecular Weight: 198,2250

Alkyne 222c was synthesized according to the same procedure as for compound 222a with
carboxylic acid 85¢, to afford a yellow amorphous solid (1.32 g, 83 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 3.16 (t, / = 2.4 Hz, 1H, H14), 4.10 (dd, / = 2.4, 5.6 Hz, 2H, H12),
7.04 (t, /=73 Hz, 1H, H5), 7.15 (m, 1H, H8), 7.19 (t, /= 7.6 Hz, 1H, H4), 7.43 (d, /= 8.3 Hz, 1H, H3),
7.62 (d, /= 8 Hz, 1H, H6), 893 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H11), 11.61 (s, 1H, H1)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28 (C12), 73 (C14), 81.3 (C13), 102.9 (C8), 112.3 (C3), 119.7 (C5),
121.6 (C6), 123.4 (C4), 127 (C9), 131.1 (C7), 136.5 (C2), 160.8 (C10)

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;,H1:N,0: 199.0871. Found: 199.0870.

N-(prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-3-carboxamide (222d).

Chemical Formula: C5H{gN>O
Exact Mass: 198,0793
Molecular Weight: 198,2250
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Alkyne 222d was synthesized according to the same procedure as for compound 222a with
carboxylic acid 85d, to afford a yellow amorphous solid (1.2 g, 98 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 3.09 (t, /= 2.5 Hz, 1H, H14), 4.06 (dd, / = 2.5, 5.8 Hz, 2H, H12),
713 (gtd, /=1.9,7.3, 2H, H5-6), 743 (d, /= 7.3 Hz, 1H, H4), 8.04 (d, /= 3 Hz, 1H, H1), 814 (d, /=
3 Hz, 1H, H7), 8.30 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H11), 11.57 (s, 1H, H2).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 27.6 (C12), 72.5 (C14), 82.1 (C13), 110 (C9), 111.8 (C4), 120.4 (C6),
120.9 (C7), 121.9 (C5), 126.1 (C3), 128 (C1), 136.1 (C8), 164.2 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C1,H11N,0: 199.0871. Found: 199.0871.

3-bromo-N-(3-(thiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)thiophene-2-carboxamide (223a).
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Chemical Formula: C4,HgBrNOS,
Exact Mass: 324,9231
Molecular Weight: 326,2260

Compound 223a was synthesized according to general procedure B using compounds 222a and
137. Purification afforded the title compound as a red oil (74 mg, 22 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.32 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H8), 7.07 (dd, / = 3.8, 5.2 Hz, 1H, H13),
7.2 (d, /=5.2Hz 1H, H3), 7.31 (d, /= 3.7 Hz, 1H, H12), 7.58 (d, /= 5.2 Hz, 1H, H14), 7.83 (d, /=
5.2 Hz, 1H, H2), 8.7 (t, /= 5.2 Hz, 1H, H7).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.7 (C8), 74.9 (C10), 90.7 (C9), 110.7 (C4), 121.8 (C11), 127.5
(C13), 1284 (C14),130.2 (C2), 131.8 (C3), 132.3 (C5), 132.5 (C12), 160.1 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C1,HoBrNOS,: 327.9288. Found: 327.9325.

5-bromo-N-(3-(thiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)thiophene-3-carboxamide (223b).
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Chemical Formula: C4,HgBrNOS,

Exact Mass: 324,9231
Molecular Weight: 326,2260

Compound 223b was synthesized according to general procedure B using compounds 222b and
137. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (313 mg, 67 %).
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.45 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 6.37 (s, 1H, H7), 6.96 (dd, /= 3.7, 5.1
Hz, 1H, H13), 7.20 (d, /= 3.7 Hz, 1H, H12), 7.25 (d, /= 5.1 Hz, 1H, H14), 7.38 (d, /= 1.8 Hz, 1H, H4),
7.83 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H1).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 30.7 (C8), 77.3 (C10), 88.5 (C9), 113.7 (C3), 122.4 (C11), 127.1
(C13), 127.5 (C14), 128.7 (C4), 130.1 (C1), 132.6 (C12), 137.1 (C5), 161.6 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;,HsNOS,Br: 327.9288. Found 327.9287.

IR (cm™) : 3280, 1634, 1555, 1419, 1280, 1191.

N-(3-(thiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-2-carboxamide (223c).

Chemical Formula: C5H15N,OS
Exact Mass: 280,0670
Molecular Weight: 280,3450

Compound 223c was synthesized according to general procedure B using compounds 222c¢ and
137. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (244 mg, 58 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.39 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H12), 7,04 (t, / = 7.4 Hz, 1H, H5), 7.06 (dd,
J=3.6,56Hz 1H, H17), 7.17 (m, 1H, H8), 7.19 (t, /= 7.7 Hz, 1H, H4), 7.31 (dd, /= 1.1, 3.6 Hz, 1H,
H16), 744 (d, /= 8 Hz, 1H, H3), 7.58 (dd, /= 1.1, 5.4 Hz, 1H, H18), 7.62 (d, /= 8 Hz, 1H, H6), 9.04
(t, /= 5.6 Hz, 1H, H11), 11.65 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 6 29 (C12), 83.6 (C13), 75 (C14), 91.2 (C13), 103 (C8), 112.3 (C3),
119.8 (C5), 121.6 (C6), 121.8 (C15), 123.5 (C4), 127 (C9), 127.5 (C17), 128.3 (C18), 131 (C7), 1324
(C1e), 136.5 (C2), 160.9 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H13N,0S: 281.0749. Found 281.0759.

IR (cm™) : 3414, 3232, 1642, 1538, 1408, 1190.

N-(3-(thiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-3-carboxamide (223d).

Chemical Formula: C4gH1oN>,0OS
Exact Mass: 280,0670
Molecular Weight: 280,3450

Compound 223d was synthesized according to general procedure B using compounds 222d and
137. Purification afforded the title compound as a green amorphous solid (122 mg, 43 %).
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.35 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H12), 7.06 (dd, /= 3.7, 5.4 Hz, 1H, H17),
7.14 (qtd, /= 1.8, 7.2 Hz, 2H, H5-6), 7.29 (dd, /= 1.2, 3.7 Hz, 1H, H16), 7.43 (d, /= 7.6 Hz, 1H, H4),
7.57 (dd, /= 1.2, 5.1 Hz, 1H, H18), 8.06 (d, /= 3 Hz, 1H, H1), 8.17 (d, /= 7.6 Hz, 1h, H7), 8.42 (t, /=
5.6 Hz, 1H, H11), 11.59 (br s, 1H, H2).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.5 (C12), 74.5 (C14), 92 (C13), 109.9 (C9), 111.8 (C4), 120.5 (C6),
120.9 (C7), 121.9 (C5), 122.1 (C15), 126.1 (C3), 127.5 (C17), 128.1 (C18-1), 132.2 (C16), 136.1 (C8),
164.3 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Cy6H13N,0S: 281.0749. Found 281.0757.

IR (cm™) : 3242, 1589, 1523, 1496, 1435, 1303, 1202.

N-(3-(benzo[ blthiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-3-bromothiophene-2-carboxamide (224a).

Chemical Formula: CgHo,BrNOS,
Exact Mass: 374,9387
Molecular Weight: 376,2860

Compound 224a was synthesized according to general procedure B using compounds 222a and
138. Purification afforded the title compound as a beige amorphous solid (72 mg, 18 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 4.38 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H8), 7.2 (d, /= 5.2 Hz, 1H, H3), 7.42 (m,
2H, H15-16), 7.66 (s, 1H, H12), 7.84 (m, 2H, H2-14), 7.95 (m, 1H, H17), 8.76 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H7).
13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 29.8 (C8), 75.1 (C10), 92.9 (C9), 110.7 (C4), 121.8 (C11), 122.3
(C17), 124.1 (C14), 125.1 (C15) 125.8 (C16), 129.3 (C12), 130.2 (C2), 131.8 (C3), 132.3 (C5), 138.7
(C18), 139.1 (C13), 160.2 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H1:NOS,Br: 375.9465. Found 375.9462.

IR (cm™) : 3400, 3075, 1632, 1519, 1491, 1414, 1278.

N-(3-(benzo[ blthiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-5-bromothiophene-3-carboxamide (224b).
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Chemical Formula: CgHo,BrNOS,
Exact Mass: 374,9387
Molecular Weight: 376,2860
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Compound 224b was synthesized according to general procedure B using compounds 222b and
138. Purification afforded the title compound as a beige amorphous solid (34 mg, 7 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.37 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H8), 7.42 (m, 2H, H15-16), 7.62 (d, /= 1.6
Hz, 1H, H4), 7.65 (s, 1H, H12), 7.84 (m, 1H, H14), 7.94 (m, 1H, H17), 8.19 (d, /= 1.6 Hz, 1H, H1), 8.96
(t, /= 5.5 Hz, 1H, H7).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 75.2 (C10), 93.1 (C9), 112.2 (C3), 121.8 (C11), 122.3
(C17), 124.1 (C14), 125.1 (C15) 125.8 (C16), 129.3 (C12), 1294 (C4), 131.7 (C1), 137.2 (C5), 138.7
(C18), 139.1 (C13), 160.6 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci6H1:NOS,Br: 375.9465. Found 375.9449.

IR (cm™) : 3281, 1631, 1557, 1420, 1285, 1247.

N-(3-(benzo| blthiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-2-carboxamide (224c).

Chemical Formula: C5gH{4N>OS
Exact Mass: 330,0827
Molecular Weight: 330,4050

Compound 224c was synthesized according to general procedure B using compounds 222c¢ and
138. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (230 mg, 46 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.45 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H12), 7.04 (t, /= 7.6 Hz, 1H, H5), 7.19 (m,
2H, H4-8), 7.42 (m, 2H, H19-20), 7.44 (m, 1H, H3), 7.63 (d, /= 7.9 Hz, 1H, H6), 7.66 (s, 1H, H16),
7.84 (m, 1H, H18), 7.94 (m, 1H, H21), 9.09 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H11), 11.67 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 75.2 (C10), 93.1 (C9), 112.2 (C3), 121.8 (C11), 122.3
(C17), 124.1 (C14), 125.1 (C15) 125.8 (C16), 129.3 (C12), 1294 (C4), 131.7 (C1), 137.2 (C5), 138.7
(C18),139.1 (C13), 160.6 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CyoH15N,0S: 331.0905. Found 331.0903.

IR (cm™) : 3414, 3251, 1640, 1538, 1412, 1245.

N-(3-(benzo[ blthiophen-2-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-3-carboxamide (224d).

Chemical Formula: Co9H4N,0S
Exact Mass: 330,0827
Molecular Weight: 330,4050
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Compound 224d was synthesized according to general procedure B using compounds 222d and
138. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (66 mg, 26 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.41 (d, /= 6.3 Hz, 2H, H12), 7.14 (m, 2H, H5-6), 7.43 (m, 3H, H4-
19-20), 7.65 (s, 1H, H16), 7.83 (m, 1H, H18), 7.94 (m, 1H, H21), 8.08 (d, /= 3 Hz, 1H, H1), 8.18 (d, /
= 7.2 Hz, 1H, H7), 848 (t, /= 5.7 Hz, 1H, H11), 11.61 (s, 1H, H2).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 28.6 (C12), 74.7 (C14), 94.3 (C13), 109.9 (C9), 111.9 (C4), 120.5
(C6), 120.9 (C7), 122 (C5), 122.1 (C15), 122.3 (C21), 124 (C18), 125 (C19), 125.8 (C20), 126.1 (C3),
128.2 (C1), 129 (C16), 136.1 (C8), 138.7 (C22), 139 (C17), 164.3 (C10).

HMRS (EST') m/z Calcd for (M-H)™ C3H13N,0S: 329.0749. Found 329.0756.

IR (cm™) : 3226, 1590, 1575, 1523, 1498, 1433, 1201.

N-(3-(1H-indol-5-yl)prop-2-yn-1-yl)-3-bromothiophene-2-carboxamide (225a).

Chemical Formula: C4gH4{BrN,OS
Exact Mass: 357,9775
Molecular Weight: 359,2410

Compound 225a was synthesized according to general procedure B using compounds 222a and
139. Purification afforded the title compound as a beige amorphous solid (188 mg, 51 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 4.30 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H8), 6.43 (s, 1H, H14), 7.13 (dd, /= 1.4, 8.3
Hz, 1H, H19), 7.20 (d, /= 5.2 Hz, 1H, H3), 7.36 (s, 1H, H18), 7.39 (t, /= 2.8 Hz, 1H, H15), 7,65 (s, 1H,
H12), 7.83(d, /= 5.2 Hz, 1H, H2), 8.67 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H7), 11.27 (s, 1H, H16).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.7 (C8), 83.4 (C9), 83.7 (C10), 101.3 (C14), 110.5 (C4), 111.7
(C18), 112.3 (C11), 123.8 (C12), 124.3 (C19), 126.5 (C15), 127.5 (C17), 130 (C2), 131.7 (C3), 1325
(C5), 135.5 (C13), 160 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H12N,OSBr: 360.9833. Found 360.9873.

IR (cm™) : 3308, 1609, 1529, 1410, 1349, 1284.

N-(3-(1H-indol-5-yl)prop-2-yn-1-yl)-5-bromothiophene-3-carboxamide (225b).
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Chemical Formula: C4gH41BrN,OS

Exact Mass: 357,9775
Molecular Weight: 359,2410

~

Compound 225b was synthesized according to general procedure B using compounds 222b and
139. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (192 mg, 52 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 4.29 (d, / = 5.7 Hz, 2H, H8), 6.42 (s, 1H, H14), 7.13 (dd, /= 1.6, 8.5
Hz, 1H, H19), 7.36 (s, 1H, H18), 7.39 (t, /= 2.5 Hz, 1H, H15), 7.64 (d, /= 1.7 Hz, 1H, H4), 7.65 (s, 1H,
H12), 8.19 (d, /= 1.7 Hz, 1H, H1), 8.89 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 11.27 (s, 1H, H16).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.1 (C8), 83.6 (C9), 83.7 (C10), 101.2 (C14), 111.7 (C18), 112.1
(C3), 112.3 (C11), 123.7 (C12), 124.3 (C19), 126.5 (C15), 127.5 (C17), 1294 (C4), 131.5 (C1), 135.5
(C13), 137.4 (C5), 160.4 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;6H1,N,OSBr: 360.9833. Found 360.9862.

IR (cm™) : 3445, 2214, 1627, 1537, 1412, 1281, 1252.

N-(3-(1H-indol-5-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-2-carboxamide (225c).

Chemical Formula: CooH45N30
Exact Mass: 313,1215
Molecular Weight: 313,3600

Compound 225c¢ was synthesized according to general procedure B using compounds 222c and
139. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (200 mg, 63 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 4.38 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H12), 6.43 (s, 1H, H18), 7.04 (t, / = 7.6 Hz
1H, H5), 7.16 (t, / = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.20 (m, 2H, H8-23), 7.38 (m, 1H, H22), 7.4 (m, 1H, H19), 7.45
(d, /=83 Hz 1H, H3), 7.62 (d, /= 7.9 Hz, 1H, H6), 7.67 (s, 1H, H16), 9.02 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H11),
11.27 (brs, 1H, H20), 11.64 (br s, 1H, H1).

13€ NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 28.9 (C12), 83.6 (C14), 83.9 (C13), 101.3 (C18), 102.9 (C8), 111.8
(C22), 112.3 (C3), 112.4 (C15), 119.8 (C5), 121.6 (C6), 123.4 (C4), 123.7 (C16), 124.3 (C23), 126.6
(C19),127.1 (C9), 127.5 (C21), 131.3 (C7), 135.5 (C17), 136.5 (C2), 160.8 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CyH16N30: 314.1293. Found 314.1298.
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IR (cm™) : 3397, 3232, 1642, 1539, 1410, 1248.

N-(3-(1H-indol-5-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-3-carboxamide (225d).

Chemical Formula: C5oH15N30
Exact Mass: 313,1215
Molecular Weight: 313,3600

Compound 225d was synthesized according to general procedure B using compounds 222d and
139. Purification afforded the title compound as a beige amorphous solid (144 mg, 46 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 4.35 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H12), 6.43 (m, 1H, H18), 7.14 (m, 3H, H5-6-
23),7.38 (m, 1H, H22), 7.39 (m, 1H, H19), 7.44 (d, /= 6.8 Hz, 1H, H4), 7.66 (s, 1H, H16), 8.10 (d, /=
34 Hz 1H, H1),8.20 (d, /= 6.4 Hz, 1H, H7), 8.41 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H11), 11.26 (br s, 1H, H20), 11.59
(brs, 1H, H2).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 28.5 (C12), 83.2 (C13), 84.7 (C14), 101.3 (C18), 110.1 (C9), 111.7
(C22),111.8 (C4), 112.6 (C15), 120.4 (C6), 121 (C7), 121.9 (C5), 123.7 (C16), 124.3 (C23), 126.2 (C3),
126.5 (C19), 127.5 (C21), 128 (C1), 135.5 (C17), 136.1 (C8), 164.2 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CyoH16N30: 314.1293. Found 314.1302.

IR (cm™) : 3419, 3184, 1607, 1531, 1411, 1312, 1206.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dimethyl-1 H-pyrrole-2-carboxamide
(226).
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Chemical Formula: C7HgN,O
Exact Mass: 292,132
Molecular Weight: 292,342

Compound 226 was synthesized according to general procedure B using compounds 121 (87 mg,
0.49 mmol, 1.2 eq.) and 172 (100 mg, 0.41 mmol, 1eq.). Purification afforded the title compound
as a white amorphous solid (67 mg, 56 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.92 (s, 3H, H5), 2.10 (s, 3H, H3), 4.40 (d, / = 5.5 Hz, 2H, H10),
6.57 (d, /= 2.6 Hz, 1H, H6), 7.10 (td, / = 1.1, 6.7 Hz, 1H, H18), 7.39 (ddd, /= 1.3, 6.8, 9.0 Hz, 1H,
H17), 7.67 (d, /= 9.0 Hz, 1H, H16), 7.87 (s, 1H, H14), 8.30 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H9), 8.44 (dt, /= 1.1,
6.7 Hz, 1H, H19).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8§ 10.6 (C5), 10.8 (C3), 29 (C10), 69 (C12), 98 (C11), 107.6 (C13), 112
(C6), 113.6 (C18), 114.6 (C4), 117.4 (C16), 122.5 (C7), 125.2 (C19), 126.1 (C17), 128.6 (C2), 137.4
(C14), 144.8 (C15), 160.5 (C7).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;7H17N4O: 293.1402. Found: 293.1407.

IR (cm™) : 3234, 2916, 1627, 1494, 1268, 1259, 1235.

N,N -(hexa-2,4-diyne-1,6-diyl)bis(4,5-dimethyl-1H-pyrrole-2-carboxamide) (226a).

N
N

Chemical Formula: CooHooN4O5
Exact Mass: 350,174
Molecular Weight: 350,422

Compound 226a was isolated from the reaction mixture of compound 226 (37 mg, 43 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 1.91 (s, 3H, H5), 2.08 (s, 3H, H3), 4.08 (d, / = 5.5 Hz, 2H, H10),
6.51 (d, /= 2.9 Hz, 1H, H6), 8.30 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H9), 11.0 (s, 1H, H1)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 10.6 (C5), 10.7 (C3), 28.3 (C10), 65.6 (C12), 76.8 (C11), 111.9 (C6),
114.6 (C4), 122.3 (C7), 128.7 (C2), 160.3 (C8)

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C5oH23N40,: 351.1821. Found: 351.1827.

N-(3-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dimethyl-1 H-pyrrole-2-

carboxamide (227).
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Chemical Formula: C47H47N5O
Exact Mass: 307,143
Molecular Weight: 307,357

Compound 227 was synthesized according to general procedure B using compounds 121 (150
mg, 0.85 mmol, 1.3 eq.) and 192 (300 mg, 0.65 mmol, leq.). Purification afforded the protected
corresponding compound which was deprotected in DCM with TFA (0.3 mL) during 24 h. The
mixture was then cooled down and basified with NaOH 10%. The aqueous phase was removed,
the organic phase concentrated and purified by chromatography on silica gel (elution gradient
from 100 to 98/2 DCM/MeOH) to afford 227 as a yellow amorphous solid (64 mg, 32 % over two
steps).
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.91 (s, 3H, H5), 2.09 (s, 3H, H3), 437 (d, / = 5.6 Hz, 2H, H10),
5.77 (br s, 2H, H17), 6.37 (dd, /= 0.9, 7.5 Hz, 1H, H18), 6.56 (d, /= 2.6 Hz, 1H, H6), 6.82 (t, /= 7.0
Hz, 1H, H19), 7.70 (m, 2H, H14-20), 8.29 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H9), 11.04 (s, 1H, H1)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 10.6 (C5), 10.7 (C3), 29.9 (C10), 69.6 (C12), 97.3 (C11), 108.1 (C13),
101.8 (C18), 111.9 (C6), 112.7 (C20), 114.6 (C4), 114.8 (C19), 122.5 (C7), 128.6 (C2), 135.4 (C14),
137.5 (C16), 138.7 (C15), 160.4 (C8)

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;7H15NsO: 308.1511. Found: 308.1512.

IR (cm™) : 3230, 1621, 1607, 1523, 1491, 1263, 1231.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)thiophene-2-carboxamide

(228).
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Chemical Formula: C15HgBroN;OS
Exact Mass: 436,883
Molecular Weight: 439,125

Compound 228 was synthesized according to general procedure B using compounds 125 (258
mg, 0.80 mmol, 1.3 eq.) and 172 (150 mg, 0.61 mmol, leq.). Purification afforded the title
compound as a beige amorphous solid (177 mg, 66 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.49 (d, /= 5.2 Hz, 2H, H7), 7.13 (t, / = 6.7 Hz, 1H, H15), 7.41 (3,
J=6.7 Hz, 1H, H14), 7.70 (m, 1H, H13), 7.84 (s, 1H, H3), 7.95 (m, 1H, H11), 8.48 (d, /= 6.7 Hz, 1H,
H16), 9.30 (t, /= 5.1 Hz, 1H, H6).

13C NMR (125 MHz, DMSO-d6) § 29.8 (C7), 70.6 (C9), 96.7 (C8), 113.7 (C15), 113.9 (C2), 116.9 (C1),
117.9 (C13), 125.8 (C16), 126.1 (C14), 130.7 (C3), 140.4 (C4), 159.1 (C5). Some quaternary carbons
and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H10BraN;OS: 439.8891. Found: 439.8889.

IR (cm™): 2989, 1652, 1555, 1415, 1285, 1158.

N-(3-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromothiophene-2-
carboxamide (229).

Chemical Formula: C5HoBroN,0OS
Exact Mass: 451,894
Molecular Weight: 454,140
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Compound 229 was synthesized according to general procedure B using compounds 125 (295
mg, 0.91 mmol, 1.2 eq.) and 192 (350 mg, 0.76 mmol, leq.). Purification afforded the protected
corresponding compound which was deprotected in DCM with TFA (0.3 mL) overnight. The
mixture was then cooled down and basified with NaOH 10%. The aqueous phase was removed,
the organic phase concentrated and purified by chromatography on silica gel (elution gradient
from 100 to 95/ DCM/MeOH) to afford 229 as a yellow amorphous solid (116 mg, 34 % over two
steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.46 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H7), 5.79 (br s, 2H, H14), 6.37 (d, /= 7.3
Hz, 1H, H15), 6.84 (t, /= 6.9 Hz, 1H, H16), 7.70 (d, /= 6.6 Hz, 1H, H17), 7.73 (s, 1H, H11), 7.84 (s,
1H, H3), 9.29 (t, /= 5.1 Hz, 1H, H6).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.8 (C7), 70.5 (C9), 95.8 (C8), 101.9 (C15), 107.8 (C10), 112.7
(C17), 114 (C2), 115 (C16), 116.9 (C1), 130.7 (C3), 135.8 (C11), 137.5 (C13), 138.8 (C12), 140.5 (C4),
159.1 (C5).

IR (cm™) : 3221, 1648, 1544, 1492, 1410, 1275.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)furan-2-carboxamide (230).
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Chemical Formula: C5HgBrN5;O,
Exact Mass: 420,906
Molecular Weight: 423,064

Compound 230 was synthesized according to general procedure B using compounds 126 (94 mg,
0.31 mmol, 1.5 eq.) and 172 (50 mg, 0.21 mmol, 1eq.). Purification afforded the title compound
as a white amorphous solid (30 mg, 34 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 4.44 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H7), 7.13 (t, /= 6.8 Hz, 1H, H15), 7.40 (t,
J=6.8 Hz, 1H, H14), 7.45 (s, 1H, H3), 7.68 (d, /= 8.2 Hz, 1H, H13), 7.91 (s, 1H, H11), 847 (d, /= 6.8
Hz, 1H, H16), 9.19 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H6).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.3 (C7), 69.7 (C9), 96.7 (C8), 103.3 (C2), 113.6 (C15), 117.5 (C13),
118.1(C3),125.4 (C16), 126.2 (C14),126.3 (C1), 137.8 (C11), 149.1 (C4), 155.8 (C5). Some quaternary
carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H10BraN5O5: 423.9119. Found: 423.9114.

IR (cm™): 3213, 1692, 1575, 1536, 1488, 1286.

N-(3-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dibromofuran-2-
carboxamide (231).
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Chemical Formula: C45H;¢BroN4O5
Exact Mass: 435,917
Molecular Weight: 438,079

Compound 231 was synthesized according to general procedure B using compounds 126 (220
mg, 0.72 mmol, 1.1 eq.) and 192 (300 mg, 0.65 mmol, 1eq.). Purification afforded the protected
corresponding compound which was deprotected in DCM with TFA (0.3 mL) during 24 h. The
mixture was then cooled down and basified with NaOH 10%. The aqueous phase was removed,
the organic phase concentrated and purified by chromatography on silica gel (elution gradient
from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to afford 231 as a yellow amorphous solid (95 mg, 33 % over two
steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8§ 4.42 (d, /= 5.7 Hz, 2H, H7), 5.78 (br s, 2H, H14), 6.38 (dd, /= 1.1,
7.4 Hz, 1H, H15), 6.83 (t, /= 6.8 Hz, 1H, H16), 7.44 (s, 1H, H3), 7.70 (m, 2H, H11-17),9.16 (t, /=54
Hz, 1H).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C7), 70.2 (C9), 96 (C8), 101.9 (C15), 103.3 (C2), 107.9 (C10),
112.8 (C17), 114.9 (C16), 118 (C3), 126.3 (C1), 135.7 (C11), 137.5 (C13), 138.8 (C12), 149.1 (C4),
155.8 (C5).

IR (cm™): 3372, 1656, 1615, 1557, 1523, 1482, 1290.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-indole-2-carboxamide (232).
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Chemical Formula: C;gH13NsO
Exact Mass: 315,1120
Molecular Weight: 315,3360

Compound 232 was synthesized according to general procedure B using compounds 222c¢ and
167. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (170 mg, 88 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.55 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H12), 7.04 (t, /= 7.3 Hz, 1H, H5), 7.19 (,
J =73 Hz, 1H, H4), 744 (d, /= 8.5 Hz, 1H, H3), 7.63 (d, /= 8.3 Hz, 1H, H6), 8.1 (d, /= 4.6 Hz, 1H,
H19), 8.12 (s, 1H, H16), 8.54 (dd, /= 1.5, 4.6 Hz, 1H, H20), 9.14 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H11), 9.16 (d, /=
1.5 Hz, 1H, H18), 11.68 (s, 1H, HI1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 29.4 (C12), 68.1 (C14), 98.5 (C13), 103.1 (C8), 109 (C15), 112.4
(C3), 118.6 (C20), 119.8 (C5), 121.6 (C6), 123.5 (C4), 127 (C9), 130.5 (C19), 131 (C7), 136.6 (C2), 138.9
(C16), 140 (C17), 143.2 (C18), 161.1 (C10).
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HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H14NsO: 316.1198. Found: 316.1208.
IR (cm™) : 3252, 1638, 1550, 1468, 1310, 1270.

N-(3-(imidazo[1,2-b]pyridazin-3-y|)prop-Z-yn-1-y|)-1H-indo|e-2-carboxamide (233).

\17 18
14
15

Chemical Formula: C4gH13N50
Exact Mass: 315,1120
Molecular Weight: 315,3360

Compound 233 was synthesized according to general procedure B using compounds 222c¢ and
169. Purification afforded the title compound as a yellow amorphous solid (45 mg, 19 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 4.52 (d, /= 5.6 Hz, 2H, H12), 7.04 (t, /= 7.5, 1H, H5), 7.19 (t, /= 7.5
Hz, 1H, H4), 7.19 (s, 1H, H8), 7.33 (dd, /= 4.5, 9.3 Hz, 1H, H19), 7.44 (dd, /= 0.9, 84 Hz, 1H, H3),
7.62 (d, /= 7.9 Hz, 1H, H6), 8.08 (s, 1H, H16), 8.20 (dd, /= 1.7, 9.3 Hz, 1H, H18), 8.63 (dd, /= 1.7,
4.5 Hz, 1H, H20), 9.13 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H11), 11.66 (s, 1H, H1).

3¢ NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.7 (C12), 69.1 (C14), 96.6 (C13), 103 (C8), 111.7 (C15), 112.3
(C3), 118.7 (C19), 119.8 (C5), 121.6 (C6), 123.5 (C4), 126 (C18), 127 (C9), 131.1(C7), 136.5 (C2), 138
(C16),139.1 (C17), 144.7 (C20), 160.9 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H14NsO: 316.1198. Found: 316.1157.

4,5-dichloro-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1H-pyrrole-2-carboxamide

(234).
N
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Chemical Formula: C44HgCI,N5O
Exact Mass: 333,018
Molecular Weight: 334,160

Compound 234 was synthesized according to general procedure B using compounds 106 (133
mg, 0.61 mmol) and 167 (100 mg, 0.41 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid (90 mg, 66 %).
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.46 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 6.96 (s, 1H, H4), 8.08 (m, 2H, H12-
15), 8.50 (dd, /= 1.4, 4.7 Hz, 1H, H16), 8.79 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H7), 9.15 (s, 1H, H14), 12.85 (brs, 1H,
H1).
3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 68.1 (C10), 98.4 (C9), 108.1 (C3), 109.2 (C11), 110.2 (C4),
115.4 (C2), 118.6 (C16), 124.2 (C5), 130.5 (C15), 138.9 (C12), 140 (C13), 143.2 (C14), 158.8 (C6).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C14H10CI,NsO: 334.0262. Found: 334.0277.
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IR (cm™) : 3156, 3126, 1656, 1523, 1429, 1313.

4,5-dichloro-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide

(235).
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Chemical Formula: C45H4oCIoN,O

Exact Mass: 332,023
Molecular Weight: 333,172

~

Compound 235 was synthesized according to general procedure B using compounds 106 (110
mg, 0.51 mmol) and 172 (124 mg, 0.51 mmol). Purification afforded the title compound as a white
amorphous solid (63 mg, 37 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.45 (d, /= 5.3 Hz, 2H, H8), 6.96 (s, 1H, H4), 7.11 (t, / = 6.9 Hz,
1H, H16), 7.40 (t, /= 7.9 Hz, 1H, H15), 7.68 (d, /= 9.1 Hz, 1H, H14), 7.89 (s, 1H, H12), 845 (d, / =
6.7 Hz, 1H, H17), 8.78 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H7), 12.85 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 69.5 (C10), 97.2 (C9), 108.1 (C3), 110.2 (C4), 115.4 (C2),
108.1 (C11), 113.6 (C16), 117.4 (C14), 124.3 (C5), 125.3 (C17), 126.2 (C15), 137.6 (C12), 144.9 (C13),
158.8 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* Cy5H1:CI,N,0O: 333.0310. Found: 333.0354.

IR (cm™): 3151, 1650, 1524, 1431, 1306, 1255.

N-(3-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-dichloro-1H-pyrrole-2-
carboxamide (236).
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Chemical Formula: C45H41CI,NsO
Exact Mass: 347,034
Molecular Weight: 348,187

Compound 236 was synthesized according to general procedure B using compounds 106 (150
mg, 0.69 mmol) and 192 (317 mg, 0.69 mmol). Then the Boc-protected intermediate was dissolved
in 2 mL of dry DCM under argon at 0°C. TFA (0.63 mL, 17 eq.) was added dropwise to the reaction
mixture. After 2 h of reaction, 10 eq. of TFA (0.37 mL) were added to the mixture at 0°C. The
reaction mixture was stirred at room temperature 7 h. The mixture was quenched with an aqueous
solution of NaHCO3 and extracted with DCM. Collected organic layers were dried over MgSQO,,
filtered and concentrated under vacuum. Flash chromatographic purification (elution by gradient
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from 100 to 95/5 DCM/MeOH) afforded compound 236 as a beige amorphous solid (60 mg, 25
% over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.43 (d, /= 5.4 Hz, 2H, H8), 5.78 (br s, 2H, H15), 6.38 (dd, /=
0.9, 7.6 Hz, 1H, H16), 6.83 (t, /= 6.9 Hz, 1H, H17), 6.96 (s, 1H, H4), 7.70 (d, / = 6.9 Hz, 1H, H18),
7.71 (s, 1H, H12), 8.76 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H7), 12.84 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 70.1 (C10), 96.5 (C9), 101.9 (C16), 108 (C11), 108.1 (C3),
110.1 (C4), 112.7 (C18), 114.9 (C17), 115.4 (C2), 124.3 (C5), 135.6 (C12), 137.5 (C14), 138.9 (C13),
158.8 (Co).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Cy5H1,Cl,NsO: 348.0419. Found: 348.0457.

IR (cm™) : 3149, 1651, 1607, 1514, 1493, 1431.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-diiodo-1 H-pyrrole-2-carboxamide
(237).
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Chemical Formula: C44HgloNsO

Exact Mass: 516,890
Molecular Weight: 517,069

Compound 237 was synthesized according to general procedure B using compounds 108 (149
mg, 0.37 mmol) and 167 (70 mg, 0.29 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (95 mg, 64 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8 4.44 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H8), 6.97 (d, /= 2.6 Hz, 1H, H4), 8.1 (s,
2H, H12-15), 8.50 (d, /= 4.5 Hz, 1H, H16), 8.68 (t, /= 5.2 Hz, 1H, H7), 9.16 (br s, 1H, H14), 12.43 (s,
1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.1 (C8), 63.1 (C10), 76.3 (C3), 84.2 (C2), 98.4 (C9), 109 (C11),
118.6 (C4-C16), 130.4 (C15), 132.1 (C5), 138.9 (C12), 140.1 (C13), 143.2 (C14), 158.4 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H10INsO: 517.8975. Found: 517.8960.

IR (cm™) : 3154, 1641, 1553, 1346, 1310, 1226.

N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-diiodo-1 H-pyrrole-2-carboxamide

(238).
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Chemical Formula: Cy5H4¢loN,O
Exact Mass: 515,894
Molecular Weight: 516,081
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Compound 238 was synthesized according to general procedure B using compounds 108 (171
mg, 0.43 mmol) and 172 (80 mg, 0.33 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (55 mg, 33 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & : 4.43 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H8), 6.98 (d, /= 2.7 Hz, 1H, H4), 7.11 (4,
J=6.7 Hz, 1H, H16), 7.39 (t, /= 7.8 Hz, 1H, H15), 7.68 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H14), 7.89 (br s, 1H, H12),
8.45 (d, /= 6.5 Hz, 1H, H17), 8.66 (t, /= 5.3 Hz, 1H, H7), 12.43 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 69.4 (C10), 76.2 (C3), 84.1 (C2), 97.3 (C9), 107.8 (C11),
113.6 (C16), 117.4 (C14), 118.6 (C4), 125.3 (C17), 126.2 (C15), 132.2 (C5), 137.6 (C12), 158.4 (C6).
One quaternary carbon too broad to be seen due to very slow relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H111,N4O: 516.9022. Found: 516.906.

IR (cm™) : 3148, 1643, 1562, 1383, 1305, 1231.

N-(3-(8-aminoimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)prop-2-yn-1-yl)-4,5-diiodo-1H-pyrrole-2-
carboxamide (239).
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Chemical Formula: C45H411,N5O
Exact Mass: 530,905
Molecular Weight: 531,096

Compound 239 was synthesized according to general procedure B using compounds 108 (180
mg, 0.45 mmol) and 192 (207 mg, 0.45 mmol). Then the Boc-protected intermediate was dissolved
in 2 mL of dry DCM under argon at 0°C. TFA (0.67 mL, 20 eq.) was added dropwise to the reaction
mixture. After 2 h of reaction, 10 eq. of TFA (0.37 mL) were added to the mixture at 0°C. The
reaction mixture was stirred 5 h at room temperature. The mixture was quenched with an aqueous
solution of Na,COs and extracted with EtOAc. Collected organic layers were dried over MgSQ,,
filtered and concentrated under vacuum. Flash chromatographic purification (elution by gradient
from 100 to 90/10 DCM/MeOH) afforded compound 239 as a beige amorphous solid (97 mg,
41 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.41 (d, J = 5.3 Hz, 2H, H8), 5.78 (br s, 2H, H15), 6.38 (d, ) = 7.4
Hz, 1H, H16), 6.82 (t,J = 7.4 Hz, 1H, H17), 6.97 (d,) = 2.2 Hz, 1H, H4), 7.69 (d, ) = 5.7 Hz, 1H, H18),
7.71 (s, 1H, H12), 8.65 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H7), 12.42 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 29.2 (C8), 70 (C10), 76.2 (C3), 84.1 (C2), 96.6 (C9), 101.9 (C16),
108.2 (C11), 112.7 (C18), 114.9 (C17), 118.6 (C4), 132.2 (C5), 135.5 (C12), 137.5 (C14), 139 (C13),
158.4 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H1,I,NsO: 531.9131. Found: 531.9142.

IR (cm™) : 3126, 1628, 1552, 1494, 1375, 1288.
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N-allyl-4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxamide (241).
Br

7\ N
N
H o)
Chemical Formula: CgHgBroN,O
Exact Mass: 305,900
Molecular Weight: 307,973

Br

Prepared according to the litterature from compounds 81 and 243 (383 mg, 92 %).>*

Tert-butyl prop-2-yn-1-ylcarbamate (254).

Boc..
NN

Chemical Formula: CgH{3NO»
Exact Mass: 155,095
Molecular Weight: 155,197

Prepared according to the literature from compound 82 (4.39 g, 78 %).**°

Tert-butyl(£)-(3-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)allyl)carbamate (255).

Chemical Formula: C44H56BNO,4
Exact Mass: 283,195
Molecular Weight: 283,175

Alkyne 254 (200 mg, 1.29 mmol, 1eq.) was introduced in a dried flask and purged three times with
argon. Pinacol borane (0.28 mL, 1.93 mmol, 1.5 eq.) was then added followed by Et;N (0.045 mL,
0.32 mmol, 0.25 eq.). Cp,ZrHCI (83 mg, 0.32 mmol, 0.25 eq.) was finally added. The reaction
mixture was stirred under argon at 40°C for 2 days. The mixture was concentrated and purified by
silica gel chromatography (elution gradient from 100 to 90/10 heptane/AcOEt) to afford 255 as a
colorless oil (267 mg, 73 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 6 1.26 (s, 12H, H9), 1.44 (s, 9H, H1), 3.84 (s, 2H, H5), 4.63 (s, 1H, H4),
5.58 (d, /= 18.2 Hz, 1H, H7), 6.58 (dt, /= 4.5, 18.2 Hz, 1H, H6).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (2M+H)" CysHs3B,N,Og: 567.3988. Found: 567.4037.

Tert-butyl(£)-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)allyl)carbamate (256a).
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Chemical Formula: C4H1gN4,O»
Exact Mass: 274,143
Molecular Weight: 274,324

Compound 255 (106 mg, 0.37 mmol, 1.1 eq.) was dissolved in 2mL of dioxane with a degased
aqueous solution of K,CO3 2M (0.31 mL, 0.61 mmol, 1.8 eq.). It was purged three times with argon
and then degased with argon. Pd(PPhs), (20mg, 0.017 mmol, 5 mol %) was added followed by 79
(83.4 mg, 0.34 mmol, 1eq.). The mixture was stirred under argon at 80°C for 24 h. The mixture was
quenched with water and extracted with EtOAc, washed with brine, dried over MgSO, and
concentrated. The product was purified by silica gel chromatography (elution gradient from 100
to 95/5 DCM/MeOH) to afford 256a as a yellow amorphous solid (57 mg, 55 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 1.46 (s, 9H, H1), 3.97 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H5), 4.91 (s, 1H, H4), 6.25 (dt,
J=6,15.7 Hz, 1H, H6), 6.59 (d, /= 15.7 Hz, 1H, H7), 6.92 (dd, /= 4, 6.9 Hz, 1H, H10), 7.88 (s, 1H,
H13), 846 (dd, /= 2.0, 6.9 Hz, 1H, H9 or 11), 8.51 (dd, /= 2.0, 4.2 Hz, 1H, H9 or 11,.

13C NMR (75 MHz, CDCl3) & 28.5 (C1), 42.9 (C5), 79.9 (C2), 109 (C10), 115.7 (C7), 121.6 (C8), 128.5
(C6),131.2 (C9 or 11), 133.7 (C13), 148.9 (C12), 149.2 (C9 or 11), 155.9 (C3).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H19N4O,: 275.1508. Found: 275.1500.

Tert-butyl(£)-(3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)allyl)carbamate (256b).
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Chemical Formula: C44HgN4O5
Exact Mass: 274,143
Molecular Weight: 274,324

Prepared according to the same procedure as for compound 256a from 255 and 167 to afford a
yellow amorphous solid (70 mg, 47 %).

'H NMR (300 MHz, CDCl5) § 1.49 (s, 9H, H1), 4.01 (t, /= 5.4 Hz, 1H, H5), 4.79 (s, 1H, H4), 6.35 (dt,
/=15.9, 158 Hz, 1H, H6), 6.63 (d, /= 15.8 Hz, 1H, H7), 7.89 (s, 1H, H13), 793 (d, /= 4.6 Hz, 1H, H9
or 10), 8.03 (d, /= 4.6 Hz, 1H, H9 or 10), 9.08 (s, 1H, H11).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci4aH19N4O,: 275.1508. Found: 275.1553.

Tert-butyl(£)-(3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)allyl)carbamate (256c).
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Chemical Formula: C44H4gN4O5
Exact Mass: 274,143
Molecular Weight: 274,324

Prepared according to the same procedure as for compound 256a from 255 (347 mg, 1.23 mmol,
1.5 eq.) and 169 (200 mg, 0.82 mmol, 1 eq.) to afford a yellow solid (323 mg). The compound was
not completely pure but was directly involved in the further coupling.

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 1.48 (s, 9H, H1), 4.01 (t, /= 5.8 Hz, 1H, H5), 4.75 (s, 1H, H4), 6.75
(dt, /=54, 16 Hz, 1H, H6), 6.88 (d, /= 16 Hz, 1H, H7), 7.07 (dd, /= 4.6, 9.2 Hz, 1H, H10), 7.86 (s,
1H, H13),8.0 (dd, /= 1.7, 9.2 Hz, 1H, H11), 840 (dd, /= 1.7, 4.4 Hz, 1H, H9).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H19N4O,: 275.1508. Found: 275.1494.

General Procedure C for Amidation (55-57).

Boc-protected amine 256a-c (1 eq.) was dissolved in 2-6 mL of concentrated HCl under argon at
room temperature. The reaction mixture was stirred 3-5 h until completion of reaction. The solvent
was removed under vacuum. The residue was taken up with DMF and NaHCOs; to form the free
base. 14a (leq.) was added and the mixture was stirred overnight at room temperature. It was
concentrated under vacuum and the product was purified by silica gel flash chromatography
(elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to yield the desired alkene.

(£)-4,5-dibromo- N-(3-(imidazo[1,2- a]lpyrimidin-3-yl)allyl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide

(257).
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Chemical Formula: C44H41BroNsO
Exact Mass: 422,933
Molecular Weight: 425,084

Compound 257 was synthesized according to general procedure C using compounds 81 (108 mg,
0.29 mmol) and 256a (80 mg, 0.29 mmol). Purification afforded the title compound as a yellow
amorphous solid (52 mg, 42 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.1 (t, /= 5.7 Hz, 1H, H8), 6.38 (dt, /= 5.7, 16.1 Hz, 1H, H9), 6.89
(d, /=16.1 Hz, 1H, H10), 7 (s, 1H, H4), 7.12 (dd, /= 44, 7 Hz, 1H, H15), 8.01 (s, 1H, H12), 8.42 (t, /
= 5.7 Hz, 1H, H7), 8.52 (dd, /= 1.9, 4.1 Hz, 1H, H16), 9.03 (dd, /= 1.9, 7.1 Hz, 1H, H14), 12.7 (s, 1H,
H1).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 40.8 (C8), 97.8 (C3), 104.6 (C2), 109 (C15), 112.8 (C4), 115.6 (C10),
121.5 (C11), 127.3 (C9), 128.1 (C5), 132.4 (C12), 138.8 (C14), 148 (C13), 149.4 (C16), 158.7 (C6).
HMRS (ESI*) m/z Calcd for (M+H)* C14H1,NsO,Br,: 425.9388. Found: 425.9388.

IR (cm™) : 3102, 3048, 1619, 1562, 1511, 1243, 1151.

(£)-4,5-dibromo- N-(3-(imidazo[1,2- a]pyrazin-3-yl)allyl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide (258).

314
ﬂ%ﬁ

Chemical Formula: C14H41BroNsO
Exact Mass: 422,933
Molecular Weight: 425,084

Compound 258 was synthesized according to general procedure C using compounds 81 (97 mg,
0.26 mmol) and 256b (72 mg, 0.26 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (57 mg, 51 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.20 (t, /= 5.9 Hz, 1H, H8), 6.59 (dt, /= 6, 16.1 Hz, 1H, H9), 7.06
(d, /=16.1 Hz, 1H, H10), 7.12 (s, 1H, H4), 7.97 (d, / = 4.6 Hz, 1H, H15), 8.14 (s, 1H, H12), 8.45 (t, /
= 5.9 Hz, 1H, H7), 8.7 (d, /= 5 Hz, 1H, H16), 9.04 (s, 1H, H14), 12.86 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 41.1 (C8), 98.6 (C3), 104.9 (C2), 113.1 (C4), 115.7 (C10), 117.9
(C16), 125.3 (C11), 129.6 (C9), 129.1 (C5), 130.1 (C15), 133.7 (C12), 141.2 (C13), 143.6 (C14), 159.3
(C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H12NsO,Br,: 425.9388. Found: 425.9401.

IR (cm™) : 3377, 2647, 1624, 1511, 1487, 1410, 1313, 1161.

(£)-4,5-dibromo- N-(3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)allyl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide

(259).
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Chemical Formula: C44H41BraNsO
Exact Mass: 422,933
Molecular Weight: 425,084

Compound 259 was synthesized according to general procedure C using compounds 81 (332 mg,
0.9 mmol) and 256¢ (224 mg, 0.82 mmol). Purification afforded the title compound as a beige
amorphous solid (125 mg, 40 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.10 (t, /= 4.8 Hz, 1H, H8), 6.82 (m, 2H, H9-10), 7.0 (s, 1H, H4),
7.23 (dd, /= 4.6, 9.2 Hz, 1H, H15), 8.0 (s, 1H, H12), 8.13 (dd, /= 1.6, 9.2 Hz, 1H, H14), 849 (t, /=
5.6 Hz, 1H, H7), 8.58 (dd, /= 1.5, 4.5 Hz, 1H, H16), 12.73 (s, 1H, H1).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 40.6 (C8), 97.9 (C3), 104.7 (C2), 112.7 (C4), 115.5 (C10), 116.9
(C15), 125.7 (C14), 125.8 (C11), 127.8 (C9), 128 (C5), 132.7 (C12), 139.3 (C13), 143.9 (C16), 158.7
(Ce).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C14H15NsO,Br,: 425.9388. Found: 425.9386.

IR (cm™) : 3107, 3065, 1644, 1565, 1522, 1317, 1239, 1151.

2-(3-nitrophenyl)imidazo[1,2-a]pyrimidine (264).
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Chemical Formula: C4,HgN4O5
Exact Mass: 240,065
Molecular Weight: 240,222

Compound 77 (1 g, 10.5 mmol, 1 eq.) was dissolved in 20 mL of EtOH under argon. 2-Bromo-3-
nitroacetophenone 263 (3.33 g, 13.6 mmol, 1.3 eq.) was added. The reaction mixture was stirred
at reflux 18 h. The mixture was basified with NaHCO; (aq), concentrated and purified with silica
gel chromatography (elution gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to afford 264 as an orange
amorphous solid (1.8 g, 71 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.11 (dd, /= 4, 6.8 Hz, 1H, H3), 7.78 (t, / = 7.9 Hz, 1H, H9), 8.21
(ddd, /=11, 2.3, 8.3 Hz, 1H, H8), 8.45 (dqg, /= 1.1, 1.8, 7.9 Hz, 1H, H10), 8.59 (dd, /= 2.1, 4.2 Hz,
1H, H2), 8.62 (s, 1H, H5), 8.80 (t, /= 1.8 Hz, 1H, H12), 9.0 (dd, /= 2.1, 6.6 Hz, 1H, H4).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 109.1 (C5), 109.3 (C3), 119.9 (C12), 122.7 (C8), 130.5 (C9), 131.8
(C10), 135.2 (C6), 135.5 (C4), 142.8 (C7), 148.1 (C1), 1484 (C11), 151.3 (C2).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C1,H9N4O,: 241.0726. Found: 241.0749.

2-(3-nitrophenyl)imidazo[1,2-b]pyridazine (265).
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Chemical Formula: C45HgN,4O»

Exact Mass: 240,065
Molecular Weight: 240,222

Prepared according to the literature from compound 168 (523 mg, 41 %).***

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.29 (dd, /= 4.6, 9.3 Hz, 1H, H3), 7.77 (t, /= 8.1 Hz, 1H, H9), 8.19
(m, 2H, H2-8), 8.49 (dt, /= 1.5, 7.8 Hz, 1H, H10), 8.55 (dd, /= 1.7, 44 Hz, 1H, H4), 8.86 (t, /= 1.9
Hz, 1H, H12), 9.11 (s, 1H, H5).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 114.5 (C5), 118.5 (C3), 119.8 (C12), 122.6 (C8), 125.4 (C2), 130.4
(C9), 131.8 (C10), 135.2 (C6), 139.2 (C1), 142.1 (C7), 144.4 (C4), 148.5 (C11).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;,HgN4O,: 241.0726. Found: 241.0712.
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3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-2-yl)aniline (266).
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Chemical Formula: C5HgN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240

Compound 264 (1.28 g, 5.33 mmol, 1 eq.) was dissolved in 30 mL of EtOH and 7.5 mL of conc. HCI
under argon. SnCl,.H,0 (4.81 g, 21.32 mmol, 4 eq.) was added. The reaction mixture was stirred at
reflux 30h. The mixture was basified with NaOH (5N), concentrated and purified by silica gel
chromatography (elution gradient from 100 to 95/5 DCM/MeCOH) to afford an orange amorphous
solid (693 mg, 62 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 5.24 (br s, 2H, H13), 6.57 (dt, /= 1.8, 7.1 Hz, 1H, H10), 7.02 (dd,
J=41,6.8Hz, 1H, H3), 7.10 (m, 2H, H8-9), 7.28 (t, /= 1.8 Hz, 1H, H12), 8.21 (s, 1H, H5), 8.49 (dd,
J=2,41Hz 1H, H2), 8.95 (dd, /= 2, 6.8 Hz, 1H, H4).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 107 (C5), 108.7 (C3), 111.3 (C12), 113.6 (C8), 114 (C10), 129.2 (C9),
133.8 (C7), 134.8 (C4), 146.2 (C6), 147.9 (C1), 149 (C11), 149.9 (C2).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C1,H11N,4: 211.0984. Found: 211.0977.

3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-2-yl)aniline (267).
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Chemical Formula: C5H1gN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240

Prepared according to the same procedure as for compound 266 from 265 (317 mg, 78 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 5.15 (br's, 2H, H13), 6.57 (ddd, /= 1.1, 2.3, 7.6 Hz, 1H, H10), 7.09
(t, /=7.6 Hz, 1H, H9), 7.17 (m, 1H, H8), 7.19 (m, 1H, H3), 7.32 (t, /= 1.9 Hz, 1H, H12), 8.08 (ddd, /
= 0.6, 1.5, 9.3 Hz, 1H, H2), 8.46 (dd, /= 1.5, 4.6 Hz, 1H, H4), 8.65 (d, /= 0.6 Hz, 1H, H5).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 111.2 (C12), 112.6 (C5), 113.7 (C8), 114 (C10), 117.4 (C3), 124.8
(C2),129.2 (C9), 133.8 (C7), 138.7 (C1), 143.6 (C4), 145.5 (C6), 148.9 (C11).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H11N4: 211.0984. Found: 211.0979.

3-amino-1-(2-(3-nitrophenyl)-2-oxoethyl)pyrazin-1-ium (269).
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Chemical Formula: Cy5H{{N4O3*
Exact Mass: 259,083
Molecular Weight: 259,244

Compounds 169 (50 mg, 0.53 mmol, 1eq.) and 263 (129 mg, 0.53 mmol, 1 eq.) were dissolved in
1 mL of ACN under argon at room temperature. The mixture was stirred overnight. The precipitate
was filtered, washed with DCM to afford 269 as a beige amorphous solid (189 mg, quant.).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 6.47 (s, 2H, H8), 7.97 (t, /= 8.0 Hz, 1H, H4), 8.04 (dd, /= 1.0, 3.5
Hz, 1H, H13), 8.09 (s, 1H, H9), 8.14 (br s, 2H, H11), 8.47 (dt, /= 1.2, 8.0 Hz, 1H, H5), 8.61 (ddd, /=
1.0, 2.4, 8.3 Hz, 1H, H3), 8.74 (t, /= 1.9 Hz, 1H, H1), 8.79 (d, /= 3.5 Hz, 1H, H12).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8 66.7 (C8), 122.6 (C1), 123.8 (C13), 125.3 (C9), 128.7 (C3), 131 (C4),
134.4 (C5), 134.9 (C6), 148.1 (C2), 149.3 (C12), 158.7 (C10), 188.7 (C7).

HMRS (ESI") m/zCalcd for (M+H)™ C1,H11N,405: 259.0831. Found: 259.0849.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-2-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(275).
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Chemical Formula: C47H4{BroNsO
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

Compound 266 (50 mg, 0.24 mmol, 1 eq.) was dissolved in 1 mL of Et;N under argon. Pyrrole 81
(114 mg, 0.31 mmol, 1.3 eq.) was added to the mixture. The reaction mixture was stirred at 60°C
overnight. The solvent was removed under vacuum and the product was purified by silica gel flash
chromatography (elution by gradient from 100 to 98/2 DCM/MeOH) to yield 275 as a yellow
amorphous solid (54 mg, 49 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.07 (dd, / = 4.1, 6.9 Hz, 1H, H17), 7.30 (d, / = 2.7 Hz, 1H, H4),
743 (t, /=77 Hz, 1H, H12), 7.69 (dt, /= 1.1, 8.2 Hz, 1H, H13 or 11), 7.83 (d, /= 8.1 Hz, 1H, H13 or
11), 8.33 (s, 1H, H15), 8.35 (t, /= 1.8 Hz, 1H, H9), 8.54 (dd, /= 2.1, 4.1 Hz, 1H, H18), 8.98 (dd, / =
2.1,6.7 Hz, 1H, H16), 9.99 (s, 1H, H7), 12.91 (s, 1H, H1).
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13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 98.2 (C3), 105.9 (C2), 107.5 (C15), 108.9 (C17), 113.9 (C4), 117.3
(C9), 119.7 (C13), 120.8 (C11), 127.9 (C5), 129.2 (C12), 133.9 (C10), 135.1 (C16), 139.4 (C8), 145.1
(C14), 148 (C19), 1504 (C18), 157.4 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C;7H1,NsOBry: 461.9388. Found: 461.9412.

IR (cm™) : 3149, 1610, 1558, 1400, 1223, 1198.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-2-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(276).

!\l/ 17
o 15 _N_ /)
r
N4 ;' 0 14\ N/19 18
[\ 6 N 10
BrooNTs 8
H O 18 1

Chemical Formula: C7H4{BroNsO
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

Compound 274 (100 mg, 0.37 mmol, 1 eq.) was dissolved in 1 mL of anhydrous DCM and a few
drops of DMF under argon atmosphere. (COCl), (130 uL, 1.49 mmol, 4eq.) was added to the
mixture. The mixture was stirred overnight. The solvent was removed under vacuum and 1 mL of
pyridine and 2 mL of DCM were added followed by compound 267 (86 mg, 0.41 mmol, 1.1eq.). It
was stirred at room temperature for 6 h. The reaction mixture was concentrated with toluene and
purified by silica gel flash chromatography (elution by gradient from 100 to 90/10/MeOH) to
afford 276 as a beige amorphous solid (77 mg, 72 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § : 7.24 (dd, / = 4.5, 9.2 Hz, 1H, H17), 7.3 (d, / = 2.2 Hz, 1H, H4),
742 (t, /=78 Hz 1H,H12), 774 (d, /= 7.9 Hz, 1H, H11), 7.81 (d, /= 7.9 Hz, 1H, H13),8.13 (d, /=
9.4 Hz, 1H, H18), 8.40 (s, 1H, H9), 8.50 (dd, /= 1.5, 44 Hz, 1H, H16), 8.78 (s, 1H, H15), 9.98 (br s,
1H, H7), 12.9 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 98.2 (C3), 105.9 (C2), 113.1 (C15), 113.9 (C4), 117.2 (C9), 117.8
(C17), 119.7 (C13), 121 (C11), 125 (C18), 127.9 (C5), 129.1 (C12), 133.8 (C10), 138.9 (C19), 139.3
(C8),143.9 (C16), 144.4 (C14), 157.3 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C17H15NsOBr: 461.9388. Found: 461.9420.

IR (cm™) : 3142, 1646, 1559, 1426, 1338, 1236.

3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)aniline (280a).
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Chemical Formula: C45HgN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240
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Compound 79 (400 mg, 1.63 mmol, 1 eq) was dissolved in 3 mL of dioxane and 1 mL of H,O with
KsPO, (693 mg, 3.26 mmol, 2 eq.). The solution was degased with bubbling argon. (3-
nitrophenyl)boronic acid 277 (327 mg, 1.96 mmol, 1.2 eq.) was added followed by Pd-118 (53.2
mg, 0.081 mmol, 5 mol%). The mixture was stirred at 80°C for 18 h. The reaction mixture was
concentrated under vacuum. Flash chromatographic purification of the crude (elution by gradient
from 100 to 95/5 DCM/MeOH) afforded 279a as a yellow amorphous solid (165 mg, 42 %). Then
279a (163 mg, 0.68 mmol, 1 eq.) was dissolved in 10 mL of EtOH and 2 mL of HCI conc. SnCl,.2H,0
(612 mg, 2.71 mmol, 4 eq.) was added. The mixture was stirred at reflux 2 h. The mixture was
concentrated, basified with NaOH (5N) and extracted with EtOAc. The combined organic phases
were dried over MgSO,4 and purified with silica gel column chromatography (elution by gradient
from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to afford 280a asa yellow amorphous solid (140 mg, 98 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 3.39 (br s, 2H, H13), 6.78 (d, / = 8.2 Hz, 1H, H8 or 10), 6.85 (s, 1H,
H12), 6.91 (m, 2H, H4 and H8 or 10), 7.33 (t, /= 7.9 Hz, 1H, H9), 7.89 (s, 1H, H1), 8.58 (m, 1H, H3),
8.71 (d, /= 7.6 Hz, 1H, H5).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C15H11N4: 211.0984. Found: 211.0984.

4-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)aniline (280b).
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Chemical Formula: C45HgN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240

The preparation of compound 280b was done as 280a from compounds 167 (400 mg, 1.63 mmol,
1 eq.) and (4-nitrophenyl)boronic acid 278 (170 mg, 50 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 5.5 (s, 2H, H11), 6.74 (d, / = 8.4 Hz, 2H, H9), 7.36 (d, / = 8.4 Hz,
2H, H8), 7.85 (s, 1H, H1), 7.86 (d, /= 4.7 Hz, 1H, H4), 8.46 (dd, /= 1.6, 4.8 Hz, 1H, H5), 9.05 (d, /=
1.5 Hz, 1H, H3).

13€ NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 114.2 (C9), 117.2 (C5), 127.4 (C7), 128.7 (C8), 129.3 (C4), 131.5
(Ce), 133 (C1), 140.3 (C2), 143.3 (C3), 1494 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H11N4: 211.0984. Found: 211.0998.

3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)aniline (280c).
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Chemical Formula: Cy5HgN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240

The preparation of 280c was done according the described procedure in the literature from
compounds 167 and (3-nitrophenyl)boronic acid 277,**° followed by the reduction according to
the same procedure as for compound 280a (236 mg, 69 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 5.32 (brs, 2H, H13), 6.68 (dd, /= 2.3, 8.1 Hz, 1H, H10), 6.82 (d, /
= 7.7 Hz, 1H, H8), 6.88 (t, /= 1.9 Hz, 1H, H12), 7.21 (t, /= 7.8 Hz, 1H, H9), 7.92 (d, / = 4.7 Hz, H4),
7.94 (s, 1H, H1), 8.54 (dd, /= 1.5, 4.7 Hz, 1H, H5), 9.11 (d, /= 1.4 Hz, 1H, H3).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 112.4 (C12), 114.3 (C10), 114.8 (C8), 117.4 (C5), 127.1 (C7), 128
(C6), 129.6 (C4), 129.9 (C9), 133.9 (C1), 140.7 (C2), 143.6 (C3), 149.5 (C11).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H11N4: 211.0984. Found: 211.0998.

4-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)aniline (280d).
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Chemical Formula: C5HoN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240

The preparation of 280d was done as 280a from compounds 169 (400 mg, 1.63 mmol, 1 eq.) and
(4-nitrophenyl)boronic acid 278 (409 mg, 2.45 mmol, 1.5 eq.) to afford a yellow amorphous solid
(131 mg, 38 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 5.38 (s, 2H, H11), 6.68 (d, / = 8.6 Hz, 2H, H9), 7.18 (dd, / = 4.6,
9.1 Hz, 1H, H4), 7.80 (d, /= 8.6 Hz, 2H, H8), 8.02 (s, 1H, H1), 8.13 (dd, /= 1.6, 9.2 Hz, 1H, H3), 8.56
(dd, /= 1.5, 4.4 Hz, 1H, H5),

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 113.8 (C9), 115.8 (C7), 115.9 (C4), 125.8 (C3), 127.7 (C8), 128.6
(Ce), 130.8 (C1), 138.9 (C2), 143.6 (C5), 148.8 (C10).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H11N4: 211.0984. Found: 211.0987.

3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)aniline (280e).
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Chemical Formula: C45HgN4
Exact Mass: 210,091
Molecular Weight: 210,240

The preparation of 280e was done as 280a from compounds 169 (400 mg, 1.63 mmol, 1 eq.) and
(3-nitrophenyl)boronic acid 277 (409 mg, 245 mmol, 1.5 eq.) to afford 280e as a yellow
amorphous solid (200 mg, 72 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 5.27 (br s, 2H, H13), 6.61 d, / = 8.0 Hz, 1H, H10), 7.15 (t, /= 7.8
Hz, 1H, H9), 7.22 (d, /= 7.8 Hz, 1H, H8), 7.29 (dd, / = 4.3, 9.1 Hz, 1H, H4), 7.34 (t, /= 1.5 Hz, 1H,
H2), 8.08 (s, 1H, H1), 8.22 (dd, /= 1.5, 9.2 Hz, 1H, H3), 8.63 (dd, /= 1.5, 4.5 Hz, 1H, H5).

4-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)aniline (280f).
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Chemical Formula: C43HgN30,
Exact Mass: 239,069
Molecular Weight: 239,234

The preparation of 280f was done as 280a from compounds 172 (400 mg, 1.64 mmol, 1 eq.) and
(4-nitrophenyl)boronic acid 278 (356 mg, 2.13 mmol, 1.3 eq.). Purification of the title compound
afforded 280f as a brown oil (163 mg, 42 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 5.39 (br s, 2H, H12), 6.71 (d, / = 8.5 Hz, 2H, H10), 6.89 (t, /= 6.5
Hz, 1H, H5), 7.22 (t, /= 8.6 Hz, 1H, H4), 7.27 (d, /= 8.5 Hz, 2H, H9), 7.55 (m, 2H, H3-1), 8.39 (d, /=
7.0 Hz, 1H, H6).

3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)aniline (280g).

Chemical Formula: C43HgN3O,
Exact Mass: 239,069
Molecular Weight: 239,234
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The preparation of 280g was done as 280a from compounds 172 (400 mg, 1.64 mmol, 1 eq.) and
(3-nitrophenyl)boronic acid 277 (356 mg, 2.13 mmol, 1.3 eq.). Purification of the title compound
afforded 280g as a brown amorphous solid (187 mg, 48 % over two steps).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 5.27 (br's, 2H, H14), 6.63 (ddd, /= 1.0, 2.2, 8.1 Hz, 1H, H11), 6.75
(dt, /=10, 7.5 Hz, 1H, H9), 6.82 (t, /= 2.0 Hz, 1H, H13), 6.95 (td, /= 1.3, 6.9 Hz, 1H, H5), 7.18 (t, /
=79 Hz 1H, H10), 7.27 (ddd, /= 1.3, 6.6, 9.0 Hz, 1H, H4), 7.62 (dt, /= 1.1, 9.3 Hz, 1H, H3), 7.64 (s,
1H, H1), 8.51 (dt, /= 1.1, 7.0 Hz, 1H, H6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;5H;15N3: 210.1031. Found: 210.1006.

General Procedure D for Amidation with T;P.

4,5-dibromo-1H-pyrrole-2-carboxylic acid 274 (1eq.) was dissolved in EtOAc and pyridine (3eq.).
T3P (1.5eq.) was added to the mixture. After 10 min, the corresponding aniline (1.1 eq.) was added
with a few drops of DMF to have an homogeneous mixture. The reaction mixture was stirred at
room temperature overnight. The solvent was removed under vacuum and the product and
purified by silica gel flash chromatography (elution by gradient from 100 to 90/10 DCM/MeOH)
to afford the desired product.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (284).
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Chemical Formula: C47H41BroNsO
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280c (43
mg, 0.20 mmol) yielding 284 as a beige amorphous solid (55 mg, 64 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 6.92 (brs, 1H, H4), 7.36 (d, /= 7.6 Hz, 1H, H11), 7.5 (t, /= 7.6 Hz,
1H, H10), 7.88 (d, /= 7.6 Hz, 1H, H9), 7.97 (d, /= 4.7 Hz, 1H, H18), 8.06 (s, 1H, H15), 8.12 (t, /=19
Hz, 1H, H12), 8.67 (dd, /= 1.4, 4.8 Hz, 1H, H19), 9.15 (s, 1H, H17), 9.77 (s, 1H, H7), 13.05 (br s, 1H,
H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 113.7 (C4), 117.5 (C19), 117.8 (C12), 119.3 (C9), 121.6 (C11), 126.4
(C14), 127.8 (C13), 129.7 (C10), 129.8 (C18), 134.4 (C15), 140.4 (C8), 140.9 (C16), 143.7 (C17), 159.8
(C6). Some quaternary carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow
relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;7H1,NsOBry: 461.9388. Found: 461.9385.

IR (cm™): 2974, 1671, 1595, 1522, 1418, 1305.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(285).
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Chemical Formula: C7H1BraNgO
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280e
(86 mg, 0.41 mmol) yielding 285 as a beige amorphous solid (45 mg, 26 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 7.31 (m, 1H, H18), 7.34 (s, 1H, H4), 7.48 (t, / = 8.0 Hz, 1H, H10),
7.80 (brs, 1H, H11), 7.83 (br s, 1H, H9), 8.21 (m, 1H, H15), 8.23 (m, 1H, H17), 8.55 (s, 1H, H12), 8.65
(d, /= 4.1 Hz, 1H, H19), 10.25 (s, 1H, H7), 13.07 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 98.2 (C3), 105.8 (C2), 114.4 (C4), 127.9 (C5), 117.2 (C18), 117.9
(C12), 119.6 (C9), 121.7 (C11), 126.1 (C17), 127.3 (C13), 128.8 (C8), 129 (C10), 132.8 (C15), 139.2
(C14), 140.2 (C16), 143.9 (C19), 157.4 (C6).

HMRS (ESI*) m/z Calcd for (M+H)* C17H1,NsOBr,: 461.9388. Found: 461.9383.

IR (cm™): 3157, 1665, 1562, 1433, 1291, 1233.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (286).
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Chemical Formula: C4gH45BrN,O

Exact Mass: 457,938
Molecular Weight: 460,129

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280g
(182 mg, 0.87 mmol) yielding 286 as a beige amorphous solid (225 mg, 56 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.0 (t, / = 6.6 Hz, 1H, H19), 7.29 (s, 1H, H4), 7.30 (m, 1H, H18),
7.37 (d, /=7.8 Hz, 1H, H11), 7.52 (t, /= 7.8 Hz, 1H, H10), 7.68 (d, /= 9.1 Hz, 1H, H17), 7.78 (s, 1H,
H15), 7.80 (m, 1H, H9), 8.08 (s, 1H, H12), 8.62 (d, /= 6.7 Hz, 1H, H20), 10.12 (s, 1H, H7), 13.02 (s,
1H, H1).

13¢ NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 98.2 (C3), 106.1 (C2), 113 (C19), 114.2 (C4), 117.7 (C17), 118.3
(C12),119.2 (C9), 122.5 (C11), 124 (C18), 124.6 (C20), 125 (C13), 127.8 (C5), 129.2 (C8), 129.8 (C10),
132.5 (C15), 139.6 (C14), 145.6 (C16), 157.5 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C1gH13N4OBr: 460.9436. Found: 460.9459.

IR (cm™) : 3158, 1661, 1609, 1523, 1422, 1233.
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4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(287).
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Chemical Formula: C17H11Br2N5O
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280a
(100 mg, 0.48 mmol) yielding 287 as a beige amorphous solid (80 mg, 36 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.06 (dd, /= 4.3, 6.8 Hz, 1H, H18), 7.31 (s, 1H, H4), 7.43 (t, /= 7.7
Hz, 1H, H10), 7.69 (d, /= 7.7 Hz, 1H, H11), 7.83 (d, / = 7.7 Hz, 1H, H9), 8.33 (s, 1H, H15), 8.36 (s,
1H, H12), 8,54 (dd, /= 2.0, 4.2 Hz, 1H, H17), 8.98 (dd, /= 2.0, 6.7 Hz, 1H, 19), 10.01 (s, 1H, H7),
12.92 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 98.2 (C3), 105.9 (C2), 107.5 (C15), 108.9 (C18), 114 (C4), 117.3
(C12), 119.7 (C9), 120.8 (C11), 127.9 (C5), 129.1 (C10), 133.8 (C13), 135.1 (C19), 1394 (C8), 145.1
(C14), 148 (C16), 150.4 (C17), 157.3 (C6).

HMRS (ESI") m/zCalcd for (M+H)* C17H1NsOBr: 461.9388. Found: 461.9412.

IR (cm™) : 3188, 1667, 1612, 1560, 1416, 1222.

4,5-dibromo-N-(4-(imidazo[1, 2-a] pyrazin-3-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (288).
3
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Chemical Formula: C47H41BroNsO
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

-‘IZ\

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280b
(43 mg, 0.20 mmol) yielding 288 as a beige amorphous solid (44 mg, 51 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 7.17 (s, 1H, H4), 7.70 (d, / = 8.5 Hz, 2H, H10), 7.94 (m, 3H, H9 and
H14), 8.02 (s, 1H, H17), 8.61 (d, /= 4.7 Hz, 1H, H13), 9.12 (br s, 1H, H7), 12.86 (br s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 97.6 (3), 107.4 (C2), 114 (C4), 117.5 (C13), 120.1 (C9), 122 (C11 or
12), 126.2 (C11 or 12), 128.1 (C10), 128.6 (C5), 129.7 (C14), 134.1 (C17), 139.5 (C8), 140.7 (C16),
1435 (C15), 158.2 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;7H1.NsOBry: 461.9388. Found: 461.9369.

IR (cm™): 3177, 1639, 1524, 1412, 1332.
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4,5-dibromo-N-(4-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-yl)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(289).

Br
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Chemical Formula: C;7H41BraNsO
Exact Mass: 458,933
Molecular Weight: 461,117

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280d
(123 mg, 0.59 mmol) yielding 289 as a beige amorphous solid (98 mg, 40 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.28 (m, 2H, H4-14), 7.87 (d, /= 8.9 Hz, 2H, H9), 8.15 (d, /= 8.9
Hz, 2H, H10), 8.20 (dd, /= 1.6, 8.9 Hz, 1H, H15), 8.24 (s, 1H, H17), 8.64 (dd, /= 1.6, 4.5 Hz, 1H, H13),
10.0 (s, 1H, H7), 12.95 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 98.2 (C3), 106.1 (C2), 114 (C4), 116.8 (C14), 119.9 (C9), 123.5 (C11),
126 (C15), 126.7 (C10), 127.2 (C12), 127.9 (C5), 132.3 (C17), 138.4 (C8), 139.6 (C16), 143.8 (C13),
157.3 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C17H1,NsOBr: 461.9388. Found: 461.9390.

IR (cm™): 3179, 1637, 1598, 1525, 1409, 1333, 1159, 1022.

4,5-dibromo-N-(4-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)phenyl)-1 H-pyrrole-2-carboxamide (290).
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Chemical Formula: CgH5BroN,O
Exact Mass: 457,938
Molecular Weight: 460,129

The title compound was synthesized according to general procedure D using compound 280f
(161 mg, 0.77 mmol), yielding 290 as a beige amorphous solid (140 mg, 40 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 6.97 (t, /= 6.7 Hz, 1H, H14), 7.29 (m, 2H, H4-15), 7.65 (d, /= 8.0
Hz, 3H, H10-16), 7.75 (s, 1H, H18), 7.93 (d, / = 8.0 Hz, 2H, H9), 8.57 (d, /= 7.0 Hz, 1H, H13), 10.05
(s, 1H, H7), 12.99 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) 8§ 98.2 (C3), 106.1 (C2), 112.8 (C14), 114.1 (C4), 117.4 (C16), 120.4
(C9),123.7 (C11), 124.1 (C13), 124.5 (C15), 124.9 (C12), 127.8 (C5), 128 (C10), 132 (C18), 138.6 (C8),
145.2 (C17), 157.4 (C6).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C13H13N4OBr,: 460.9436. Found: 460.9435.
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IR (cm™) : 3169, 1634, 1595, 1410, 1310, 1030.

3-chloroimidazo[1,2-a]pyrimidine (294).
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Chemical Formula: CgH4CINg
Exact Mass: 153,009
Molecular Weight: 153,569

Compound 78 (1 g, 10.5 mmol, 1 eq.) was dissolved in 30 mL of EtOH under argon atmosphere.
Chloroacetaldehyde (2 mL, 15.8 mmol, 1.5 eq.) was added. The mixture was stirred at reflux during
4.5 h. The mixture was basified with NaHCO; (aq), extracted with DCM, dried over MgSO, and
concentrated. It was then dissolved in 20 mL of DCM, and NCS (1.55 g, 11.6 mmol, 1.1 eq.) was
added. It was stirred overnight at room temperature. The mixture was concentrated and purified
by silica gel flash chromatography (elution by gradient from 100 to 95/5 DCM/MeOH) to afford
the desired product. Althought the reaction was quantitative, there was a lot of residual
succinimide, which was removed by water washing to isolate pure 294 as a beige amorphous
solid (0.5 g, 31 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.23 (dd, / = 4.1, 7.0 Hz, 1H, H4), 7.88 (s, 1H, H1), 8.63 (dd, / =
2.1,4.1 Hz, 1H, H3), 8.84 (dd, /= 2.1, 6.8 Hz, 1H, H5)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 107.5 (C6), 109.6 (C4), 131.2 (C1),132 (C5), 146.5 (C2), 150.4 (C3)
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgHsN;Cl: 154.0172. Found: 154.0160.

4,5-dibromo-N-(3-(imidazo[1,2-a]pyrimidin-3-yl)propyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide
(296).

N
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Chemical Formula: C4H3BroNsO

Exact Mass: 424,949
Molecular Weight: 427,100

A solution of bromine (50 uL, 0.96 mmol, 2.0 eq.) in 2 mL of DCM was added dropwise over 30
min to a solution of compound 301 (130 mg, 0.48 mmol, 1.0 eq.) in DCM (10 mL). At the end of
addition, the reaction mixture was washed with a saturated solution of NaHCO; and extracted
four times with DCM. The organic layers were collected and dried over MgSQ,. The solvents were
removed under reduced pressure. Purification by column chromatography on silicagel (DCM
saturated in ammonia/MeOH 99/1 to 95/5) yielded 302 as a yellow amorphous solid (33 mg, 16
%) and eg.as a yellow amorphous solid (14 mg, 7 %).
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'H NMR (300 MHz, CD;0D) & 2.05 (m, 2H, H9), 2.99 (t, /= 7.6 Hz, 2H, H10), 3.44 (t, /= 6.8 Hz, 2H,
H8), 6.78 (s, 1H, H4), 7.07 (dd, /= 4.0, 6.8 Hz, 1H, H15), 7.59 (s, 1H, H12), 8.53 (dd, /= 1.6, 4.0 Hz,
1H, H16), 8.73 (dd, /= 1.6, 6.8 Hz, 1H, H14).

13C NMR (75 MHz, CD;0D) & 21.8 (C10), 28.1 (C9), 39.9 (C8), 100.1 (C3), 106.2 (C2), 110.1 (C15),
114.3 (C4), 125.0 (C11), 129.0 (C5), 132.1 (C12), 134.0 (C14), 149.6 (C13), 151.1 (C16), 162.0 (6).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C14H14NsBr»: 425.9565. Found: 425.9571.

Imidazo[1,2-a]pyrazine-3-carbaldehyde (307).
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Chemical Formula: C;HsN;O
Exact Mass: 147,043
Molecular Weight: 147,137

Dry DMF (0.23 mL, 3.5 eq.) and POCl; (241 pL, 2.52 mmol, 3 eq.) were stirred under argon at room
temperature. Compound 166 (100 mg, 0.84 mmol, 1 eq.) in 0.5 mL of dry DMF was added to the
mixture, and stirred at 100 °C overnight. The reaction was quenched with ice and filtered to afford
307 as a clear solid (22 mg, 18 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 8.30 (d, /= 4.4 Hz, 1H, H4), 8.69 (s, 1H, H1), 9.26 (dd, /= 1.3, 44
Hz, 1H, H5), 9.39 (d, /= 1.3 Hz, 1H, H3), 10.11 (s, 1H, H7).

Imidazo[1,2- b]pyridazine-3-carbaldehyde (308).
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Chemical Formula: C;HsN3;O
Exact Mass: 147,043
Molecular Weight: 147,137

Compound 308 was synthesized as for 307 from compound 306 (100 mg, 0.84 mmol, 1 eq.). The
crude was not purified and analyze by NMR which indicated a 5:1 ratio between 306 and the
expected product 308 (17 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 7.59 (dd, /= 4.6, 9.2 Hz, 1H, H4), 8.37 (dd, /= 1.7, 9.2 Hz, 1H,
H3), 8.80 (dd, /= 1.7, 4.6 Hz, 1H, H5), 10.23 (s, 1H, H7). H1 not visible, probably hidden by the
signals of 306.

Imidazo[1,2-a]pyridin-3-ylmethanol (309).
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Chemical Formula: CgHgN>O
Exact Mass: 148,064
Molecular Weight: 148,165

Compound 171 (100 mg, 0.85 mmol, leq.) was dissolved in 1 mL of a solution of
paraformaldehyde 37 %. The mixture was stirred at 90°C overnight. The mixture was neutralized
with NaHCOs (aq) and concentrated. The crude was purified by silica gel flash chromatography
(elution by gradient from 100 to 90/10 DCM/MeOH) to afford 309 as a white amorphous solid
(100 mg, 80 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.81 (s, 2H, H8), 5.24 (s, 1H, H9), 6.94 (td, /= 1.2, 6.9 Hz, 1H, H5),
7.26 (ddd, /= 1.3, 6.9, 9.2 Hz, 1H, H4), 7.50 (s, 1H, H1), 7.56 (dt, /= 1.1, 9.2 Hz, 1H, H3), 8.40 (dt, /
=11, 6.8 Hz, 1H, H6).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 52.6 (C8), 111.8 (C5), 117 (C3), 124.2 (C4), 124.6 (C7), 125.1 (C6),
131.9 (C1), 145 (C2).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgHgN,O: 149.0715. Found: 149.0701.

Imidazo[1,2-a]pyrazin-3-ylmethanol (310).
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Chemical Formula: C;H;N3;O
Exact Mass: 149,059
Molecular Weight: 149,153

The procedure was used according to the literature from compound 166, purification afforded
442

310 as a beige amorphous solid (63 mg, 50 %).
'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.86 (d, /= 5.1 Hz, 2H, H7), 5.58 (, / = 5.4 Hz, 1H, H8), 7.76 (s,

1H, H1), 7.94 (d, /= 4.6 Hz, 1H, H4), 8.46 (dd, /= 1.5, 4.6 Hz, 1H, H5), 9.06 (d, /= 1.5 Hz, 1H, H3).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)* C;HgN;0: 150.0667. Found: 150.0659.

Imidazo[1,2- b]pyridazin-3-ylmethanol (311).
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Chemical Formula: C;H;N3O
Exact Mass: 149,059
Molecular Weight: 149,153
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The preparation of compound 311 was done as 310 from 306 (200 mg, 1.68 mmol, 1 eq.).
Purification afforded 311 as a white amorphous solid (191 mg, 73 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.83 (d, /= 5.5 Hz, 2H, H7), 5.26 (t, /= 5.5 Hz, 1H, H8), 7.22 (dd,
J=44,9.2 Hz, 1H, H4), 7.73 (s, 1H, H1), 8.11 (d, /= 9.2 Hz, 1H, H3), 8.55 (d, /= 4.4 Hz, 1H, H5).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;HgN;0: 150.0667. Found: 150.0649.

3-(methoxymethyl)imidazo[1,2-a]pyridine (315).
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Chemical Formula: CgHgN,O
Exact Mass: 162,079
Molecular Weight: 162,192

Compound 309 (30 mg, 0.20 mmol, 1 eq.) was dissolved with SOCI; (50 uL), the mixture was stirred
at 80 °C for 20 min. The reaction was quenched with DCM. The precipitate was filtered and washed
with DCM and then ether. The resulting solid was dissolved in MeOH and concentrated (15 mg,
46 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 3.25 (s, 3H, H9), 4.77 (s, 2H, H8), 7.02 (t, /= 6.4 Hz, 1H, H5), 7.36
(t, /= 7.7 Hz, 1H, H4), 7.64 (m, 2H, H3-1), 8.40 (d, /= 6.7 Hz, 1H, H6).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CoH1:N,0O: 163.0871. Found: 163.0860.

3-(azidomethyl)imidazo[1,2-a]pyridine (316).
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Chemical Formula: CgH,Ng
Exact Mass: 173,070
Molecular Weight: 173,179

The procedure was used according to the literature from compound 309 (250 mg, 1.69 mmol, 1
eq.).”’® Purification afforded the title compound as an oil (225 mg, 77 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 4.66 (s, 2H, H8), 6.91 (t, /= 6.8 Hz, 1H, H5), 7.27 (ddd, /= 1.2, 6.8,9.2
Hz, 1H, H4), 7.66 (m, 2H, H1-3), 8.09 (dt, /= 1.1, 6.9 Hz, 1H, H6).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 44.4 (C8), 113 (C5), 118.3 (C3), 123.9 (C6), 125,3 (C4), 134.2 (C1), 146.9
(C2). Some quaternary carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow
relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" CgHgNs: 174.0780. Found: 174.0763.
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3-(azidomethyl)imidazo[1,2- b]pyridazine (317).
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Chemical Formula: C;HgNg
Exact Mass: 174,065
Molecular Weight: 174,167

The procedure was used according to the literature from compound 311 (149 mg, 1 mmol, 1
eq.).’’® Purification afforded the title compound as an oil (132 mg, 76 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) § 4.72 (s, 2H, H7), 7.04 (dd, / = 4.4, 9.2 Hz, 1H, H4), 7.75 (s, 1H, H1),
7.93 (dd, /=1.5,9.2 Hz, 1H, H3), 8.34 (dd, /= 1.2, 4.5 Hz, 1H, H5).

13C NMR (75 MHz, CDCls) § 43.4 (C7), 117.4 (C4), 123.3 (C6), 126.1 (C3), 133.7 (C1), 140.1 (C2),
143.4 (C5).

3-(azidomethyl)imidazo[1,2-a]pyrazine (318).
]
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Chemical Formula: C;HgNg

Exact Mass: 174,065
Molecular Weight: 174,167

The procedure was used according to the literature from compound 310 (223 mg, 1.3 mmol, 1.5
éq.).>"° Purification afforded the title compound as a white amorphous solid (145 mg, 56 %).

'H NMR (300 MHz, CDCls) 6 4.73 (s, 2H, H7), 7.83 (s, 1H, H1), 8.02 (d, /= 4.6 Hz, 1H, H4), 8.08 (d,
J=4.6 Hz, 1H, H5), 9.18 (s, 1H, H3).
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C;H;Ng: 175.0732. Found: 175.0715.

General Procedure E for Click Reaction.

Corresponding azide (1 eq.) was dissolved in DMF/H,0 (10:2). The mixture was degased with
bubbling argon. Then sodium ascorbate (10 mol %) was added followed by the alkyne 83 (1 eq.).
CuSO4.5H,0 (1 mol %) was finally added to the reaction mixture. It was stirred at room
temperature overnight under argon. The mixture was filtered, rinsed with DCM then with water.
The resulting solid was dried to afford the desired triazole.

4,5-dibromo-N-((1-(imidazo[1,2-a]pyridin-3-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-1H-
pyrrole-2-carboxamide (322).
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Chemical Formula: CgH13BroN;O
Exact Mass: 476,955
Molecular Weight: 479,136

The title compound was synthesized according to general procedure E using 3 compounds 16
(202 mg, 1.2 mmol) and 83 (356 mg, 1.2 mmol), yielding 322 as a white amorphous solid (349
mg, 63 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) & 4.41 (d, /= 5.7 Hz, 2H, H8), 6.03 (s, 2H, H11), 6.91 (s, 1H, H4), 7.0
(t, /= 6.8 Hz, 1H, H17), 7.31 (t, / = 6.8 Hz, 1H, H16), 7.62 (m, 1H, H15), 7.78 (m, 1H, H13), 7.99 (s,
1H, H10), 8.55 (m, 1H, H16), 8.6 (t, /= 5.6 Hz, 1H, H7), 12.69 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) § 34.1 (C8), 42.2 (C11), 97.8 (C3), 104.7 (C2), 112.5 (C17), 112.9 (C4),
117.2 (C15), 122.8 (C10), 124.8 (C18), 125 (C16), 127.9 (C5), 134.3 (C13), 145.2 (C9), 147 (C14), 158.7
(C6). Some quaternary carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow
relaxation.

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" C16H14BroN;O: 479.9606. Found: 479.9621.

IR (cm™): 3263, 1629, 1519, 1501, 1407, 1317, 1227.

4,5-dibromo-N-((1-(imidazo[1,2- b]pyridazin-3-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-
1H-pyrrole-2-carboxamide (323).

Chemical Formula: C5H5BroNgO
Exact Mass: 477,950
Molecular Weight: 480,124

The title compound was synthesized according to general procedure E using compounds 317
(127 mg, 0.73 mmol) and 83 (223 mg, 0.73 mmol), yielding 323 as a white amorphous solid (310
mg, 89 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) § 4.41 (d, / = 5.8 Hz, 2H, H8), 5.99 (s, 2H, H11), 6.92 (s, 1H, H4),
7.30 (dd, /= 4.6, 9.2 Hz, 1H, H16), 7.95 (s, 2H, H10-13), 8.18 (dd, /= 1.5, 9.2 Hz, 1H, H15), 8.58 (m,
2H, H7-17), 12.69 (s, 1H, H1).

13€ NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 34.1 (C8), 41.9 (C11), 97.8 (C3), 104.7 (C2), 112.8 (C4), 118 (C16),
122.3(C12),122.9(C10),125.9(C15),127.9 (C5),134.2 (C13), 144 (C17), 145 (C9), 146.2 (C14), 158.7
(Ce).

HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)" Ci5H13BraNgO: 480.9559. Found: 480.9564.

IR (cm™) : 3146, 3128, 1635, 1566, 1523, 1243.
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4,5-dibromo-N-((1-(imidazo[1,2-a]pyrazin-3-ylmethyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)-1 H-
pyrrole-2-carboxamide (324).

Chemical Formula: C45H,BroNgO
Exact Mass: 477,950
Molecular Weight: 480,124

The title compound was synthesized according to general procedure E using compounds 318
(146 mg, 0.84 mmol) and 83 (256 mg, 0.84 mmol), yielding 324 as a white amorphous solid (310
mg, 77 %).

'H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 8§ 4.42 (d, / = 6.0 Hz, 2H, H8), 6.09 (s, 2H, H11), 6.92 (s, 1H, H4),
8.01 (m, 2H, H13-16), 8.06 (s, 1H, H10), 8.59 (t, / = 6.0 Hz, 1H, H7), 8.64 (m, 1H, H17), 9.12 (s, 1H,
H15), 12.69 (s, 1H, H1).

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) & 34.1 (C8), 41.6 (C11), 97.8 (C3), 104.8 (C2), 112.9 (C4), 118.2 (C17),
123 (C10), 123.7 (C12), 127.9 (C5), 129.3 (C16), 136 (C13), 143.3 (C15), 145.3 (C9), 158.8 (C6). Some
quaternary carbons and aromatic CH are too broad to be seen due to very slow relaxation.
HMRS (ESI") m/z Calcd for (M+H)™ C35H13Br,NgO: 480.9559. Found: 480.9598.

IR (cm™) : 3443, 3277, 1630, 1564, 1525, 1405, 1229.

2. Biological assays

a. Protein kinase assays

Kinase enzymatic activities were assayed in 384-well plates using the ADP-GIoTM assay kit
(Promega, Madison, WI). This assay provides an homogeneous and high-throughput screening
method to measure kinase activity by quantifying the amount of ADP produced during a kinase
reaction.** Briefly, the reactions were carried out in a final volume of 6 pl for 30 min at 30°C in
appropriate kinase buffer, with either protein or peptide as substrate in the presence of 10 uM
ATP (40mM Tris pH 7.5, 20mM MgClI2 and 0.1mg/ml of BSA). Afterwards, 6 yl of ADP-GloTM
Kinase Reagent was added to stop the kinase reaction. After an incubation time of 50 min at room
temperature, 12 pl of Kinase Detection Reagent was added for one hour at room temperature.
The transmitted signal was measured using the Envision (PerkinElmer, Waltham, MA) microplate
luminometer and expressed in Relative Light Unit (RLU). In order to determine the half maximal
inhibitory concentration (ICs), the assays were performed in duplicate in the absence or presence
of increasing doses of the tested compounds. Kinase activities are expressed in % of maximal
activity, i.e. measured in the absence of inhibitor. Peptide substrates were obtained from
Proteogenix (Schiltigheim, France). Aurora B kinase assay was validated using a model inhibitor
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employed under the same conditions as those for the tested compounds: ZM-447439 (#S1103,
Selleckchem).

Buffers: (A) 10 mM MgClI2, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 25 mM Tris-HCI pH 7.5, 50 ug/ml heparin; (B)
25 mM MOPS, pH7.2, 12.5 mM B-glycerophosphate, 25 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0.25
mM DTT.

In this study the following protein kinases were analyzed: AuroraB (human, recombinant,
expressed by baculovirus in Sf9 insect cells, SignalChem, product #A31-10G) was assayed in buffer
B with 0.2 pg/ul of myelin basic protein (MBP) as substrate; CDK2/CyclinA (cyclin-dependent
kinase-2, human kindly provided by Dr. A. Echalier-Glazer, Leicester, UK) was assayed in buffer A
with 0.8 pug/ul of histone H1 as substrate; CDK5/p25 (human, recombinant, expressed in bacteria)
was assayed in buffer A with 0.8 ug/pl of histone H1 as substrate; CDK9/CyclinT (human,
recombinant, expressed by baculovirus in Sf9 insect cells) was assayed in buffer A with 0.27 pg/ul
of the following peptide: YSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSKKKK, as substrate; GSK3[B (human,
recombinant, expressed by baculovirus in Sf9 insect cells) were assayed in buffer A with 0.010
pg/ul of GS-1 peptide, a GSK-3-selective substrate (YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQSpPEDEEE); CK1e
(human, recombinant, expressed by baculovirus in Sf9 insect cells) was assayed in buffer A with
0.022 pg/ul of the following peptide: RRKHAAIGSpAYSITA (“Sp” stands for phosphorylated serine)
as CKl-specific substrate; Haspin-kd (human, kinase domain, amino acids 470 to 798,
recombinant, expressed in bacteria) was assayed in buffer A with 0.007 ug/ul of Histone H3 (1-21)
peptide (ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA) as substrate; Pim-1 (human proto-oncogene,
recombinant, expressed in bacteria) was assayed in buffer A with 0.8 ug/ul of histone H1 (Sigma
#H5505) as substrate; MmCLK1 (from Mus musculus, recombinant, expressed in bacteria) was
assayed in buffer A with 0.027ug/ul of the following peptide: GRSRSRSRSRSR as substrate;
RnDYRK1A-kd (Rattus norvegicus, amino acids 1 to 499 including the kinase domain,
recombinant, expressed in bacteria, DNA vector kindly provided by Dr. W. Becker, Aachen,
Germany) was assayed in buffer A with 0.033 pg/ul of the following peptide: KKISGRLSPIMTEQ as
substrate.

b. ATP competition assay

Human recombinant Aurora B activity was assayed /n vitro, according to the ADP-Glo method
(Promega), in the absence or presence of 194 (2; 1; 0.5 or 0.1 yM) and increasing concentrations
of ATP (3.125 to 50 uM). The kinase assay was performed, in triplicate, in buffer B with 0.2 ug/ul
of MBP (0.2 pg/pl) as substrate in buffer B and carried out in a final volume of 6 pl for 30 min at
30°C. The reaction was then continued as described above (cf. part Protein kinase assays). The
signals obtained, expressed in RLU, allow drawing of a double-reciprocal plot of the Michaelis-
Menten equation (also known as the Lineweaver-Burk plot).

c. Immunofluorescence

For immunofluorescence experiments, cells were grown on glass coverslips, fixed with 4%
paraformaldehyde in PBS, permeabilized by 0.15% Triton-X100 for 2 minutes and processed using
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standard protocols. Images were acquired with a Coolsnap HQ2 CCD camera (Photometrics) on a
Zeiss Axio microscope (Carl Zeiss) us-ing a 100x NA 1.40 objective. Image acquisition and
processing were performed using Metamorph (Molecular Device). Deconvolution was performed
using the AutoQuant module in Metamorph. Quantification of signal intensity was performed
using ImageJ software (NIH). Primary antibodies used in this study included rabbit polyclonal anti-
phospho-Serl0 Histone H3 (1/1000 dilution, Millipore), rabbit polyclonal anti-Aurora B (1/100,
Life Technologies) and mouse monoclonal anti- « -Tubulin (Clone B512, Sigma).

d. Cell Culture and Proliferation Assay

Cancer cell lines were obtained from the American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)
or from the European collection of cell culture (ECACC, England) and were cultured according to
the supplier’s instructions. K562R (doxorubicin-resistant) leukemia cells were a generous gift from
Pr. J.P. Marie (France). Human HCT-116 colorectal carcinoma, MCF7 breast adenocarcinoma, A549
lung carcinoma, U-20S osteosarcoma and SK-OV-3 ovary carcinoma were grown in Gibco
McCoy's 5A supplemented with 10% fetal calf serum and 1% glutamine. K562 and K562R leukemia
cells were grown in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum and 1% glutamine. hTERT-
RPE1 cells were cultured in DMEM/F12 medium containing 10% fetal calf serum and 1%
glutamine. Cells were maintained at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO.,.

Cell viability was determined by a luminescent assay according to the manufacturer’s instructions
(Promega, Madison, WI, USA). For ICso determination, the cells were seeded in 96-well plates (3 x
103 cells/well) containing 90 uL of growth medium. After 24 h of culture, the cells were treated
with the tested compounds at 10 different final concentrations. Each concentration was obtained
from serial dilutions in culture medium starting from the stock solution. Control cells were treated
with the vehicle. Experiments were performed in triplicate.

After 72 h of incubation, 100 pL of CellTiter Glo Reagent was added for 15 min before recording
luminescence with a spectrophotometric plate reader PolarStar Omega (BMG LabTech). The dose-
response curves were plotted with Graph Prism software and the IC50 values were calculated
using the Graph Prism software from polynomial curves (four or five-parameter logistic
equations).

e. Cell cycle analysis
After 24 h of treatment with 194, K562 cells were fixed in 70% ethanol and permeabilized with 1

% Triton-X 100 in 1X PBS for 20 min. Cells were stained with propidium iodide solution containing
RNase A. DNA content was further determined by flow cytometry using FC500 (Beckman Coulter).
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3. Molecular docking

Three-dimensional structures of the ligands were generated using CORINA 4.2.0 (Molecular
Networks GmbH, Germany and Altamira, LLC, USA). Molecular docking calculations were
performed using the GOLD software* from the CCDC_2020 suite, with the Aurora B structure
4AF3° a5 receptor and the GoldScore scoring function. The site “F” was defined as a sphere with
10 A diameter around a virtual point situated at mid-distance between the atoms CE2 of Phe72
and CZ of Phel01. The site “F" was defined as a sphere with 10 A diameter around the atom CD1
of Ile150. All other parameters had default values and 50 conformers were generated for each
site. The analysis of docking poses was performed with UCSF Chimera,** as well as the generation
of
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Annexe 1-A : Courbes de Michealis-Menten pour le composé 164
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Annexe 1-B : Courbes de Lineweaver-Burk pour le composé 164
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Annexe 2 : % d’inhibition du criblage complet des 82 composés sur le panel de kinases a 10 et 1 uM

10 uM 78 7 0 0 37 8 14 47
EL228
1uM 54 19 34 0 13 0 11 35
10 uM 0 0 21 0 0 6 4
99a
1uM 0 1 0 0 0 0
10 uM 21 0 0 0 5 0 0
99b
1uM 1 0 0 0 1 0 1 0
10 uM 32 0 5 0 18 0 0 0
99c
1uM 9 0 0 0 0 0 4 6
10 uM 0 0 17 0 0 0 0 0
99d
1uM 0 2 0 0 10 0 3 0
10 uM 15 16 0 7 20 7 0 19
103
1uM 4 7 2 2 2 13 1 17
10 uM 7 0 0 0 8 0 0 28
104
1uM 2 0 0 0 8 0 0 18
10 uM 70 30 0 0 16 46 59 0
109
1uM 25 18 0 2 0 12 18 0
10 uM 60 33 0 0 20 36 37 0
110
1uM 21 0 9 0 0 0 0 0
10 uM 3 0 0 19 12 3 8
122
1uM 8 0 0 0 17 9 0 0
10 uM 0 0 0 7 17 12 6 0
127
1uM 0 29 0 14 13 0 1 29
128 10 uM 25 0 7 0 46 2 4 0
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1M 0 0 2 0 22 14 31 0
10 uM 11 0 9 9 5 26
130a
1M 11 27 0 0 4 0 33
10 pM 3 0 0 0 5 0 11
130b
1M 19 19 0 0 0 7 35
10 uM 42 13 0 2 0 0 26
130c
1M 45 18 24 0 3 7 30
10 pM 10 2 10 8 10 0 16
130d
1M 12 26 0 0 0 0 27
10 uM 25 19 20 3 0 0 43
136
1M 18 22 20 0 7 51 42
10 pM 5 4 0 4 5 3 0 0
140
1M 5 23 0 0 0 0 0
10 uM 6 4 29 0 43 8 21 0
141
1M 10 0 0 0 0 0
10 uM 7 23 4 1 16 8 14 23
142
1M 0 12 19 5 8 0 0 40
10 uM 11 45 0 79 44 69 9
146
1M 8 3 0 11 0 12 0
10 uM 19 43 3 0 22 34 1 0
156
1M 28 27 0 0 17 0 0 0
10 pM 0 33 0 11 32 47 15 0
160
1M 0 8 3 0 18 0 0 1
10 pM 97 3 0 36 0 15 2
161
1M 87 0 0 0 0 0 0
10 pM 95 63 2 41 3 51 1
163
1M 83 17 0 0 1 25 0
164 10 uM 83 46 0 0 32 36 27 29 0

279




1pM 90 0 39 0 23 11 12 0 0
150 10 pM 94 52 3 0 0 31 51 36 13 12
1M 88 8 0 0 24 4 21 0 25 0
104 10 pM 97 64 12 16 68 50 70 0 29 10
1M 92 29 11 28 24 1 33 0 35 11
202 10 pM 94 63 0 32 63 57 69 3 31 58
1M 63 37 0 0 32 0 26 0 26 0
10 pM 77 18 0 3 23 28 29 27
206
1M 48 28 6 0 1 0 0 47
10 pM 86 29 0 0 28 46 53 47
207
1M 78 35 15 0 22 5 0 0
10 pM 73 39 0 0 8 9 17 91
208
1M 81 15 1 0 17 5 10 22
10 uM 77 31 0 4 16 26 14 34
209
1M 85 3 0 5 5 7 0 7
210 10 pM 77 24 0 0 29 32 32 54
1M 72 26 0 0 23 6 19 21
10 uM 61 21 4 15 11 13 1 7
211
1M 61 16 0 0 15 0 7 20
21 10 pM 92 30 0 0 34 11 16 39
1M 83 14 0 0 17 0 12 4
)13 10 uM 88 26 7 9 32 12 36 30
1M 49 4 0 2 7 14 13 18
)14 10 uM 10 18 0 0 28 34 30 16
1M 8 21 0 0 9 16 14 18
)19 10 pM 73 69 0 0 44 36 53 33
1M 59 30 0 0 27 15 24 8
221 10 uM 93 76 7 15 90 61 66 47
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1uM 81 41 23 2 68 28 27 0

10 uM 2 24 1 0 0 0 11 29
223a

1uM 0 0 19 0 0 0 0 28

10 uM 0 15 6 6 0 0 11 21
223b

1uM 1 0 7 0 0 0 0 24

10 uM 0 0 8 0 0 0 0 20
223c¢

1uM 0 5 0 0 2 0 0 24

10 uM 0 0 8 0 5 6 0 14
223d

1uM 4 1 0 0 9 0 0 24

10 uM 0 0 0 0 0 0 0 29
224a

1uM 0 5 13 0 11 0 0 14

10 uM 0 17 0 0 13 4 5 6
224b

1uM 0 0 10 0 0 12 0 25

10 uM 0 0 0 0 22 7 0 0
224c

1uM 0 0 5 0 9 0 19

10 uM 0 0 0 0 0
224d

1uM 0 0 0 0 0 0

10 uM 10 9 0 0 10 3 0 35
225a

1uM 0 0 4 0 0 1 0 35

10 uM 4 21 0 0 14 0 14 37
225b

1uM 0 1 3 0 1 11 0 35

10 uM 3 3 7 4 13 0 0 23
225¢

1uM 4 0 8 0 2 0 0 18

10 uM 3 0 0 0 41 0
225d

1uM 2 0 0 0 0 0

10 uM 71 39 0 14 21 17 22 0
226

1uM 29 24 9 0 18 19 8 0
227 10 uM 72 26 5 9 12 15 6 59
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1M 38 25 0 0 31 4 6 0
10 uM 28 0 6 27 32 45 23
228
1M 12 0 0 15 14 13 0
10 pM 71 0 0 31 42 30 0
229
1M 13 14 0 0 26 17 1 48
230 10 uM 88 28 26 14 62 5 12 0
1M 69 9 2 0 30 26 11 11
)31 10 pM 87 32 0 0 73 14 19 15
1M 64 14 0 0 37 6 0 37
10 uM EN) 8 0 5 0 5 0
232
1uM 55 0 0 0 0 0 0
10 pM 90 75 0 20 3 60 0
233
1M 57 30 0 0 0 18 0
10 uM 95 29 0 8 10 29 29 8
234
1M 67 21 0 0 0 3 22 0
10 uM 86 29 0 3 27 45 0
235
1M 82 16 0 0 3 18 26 4
)36 10 uM 97 41 0 17 17 45 58 21
1M 92 30 0 4 4 19 25 12
10 uM 97 33 0 21 38 50 18
237
1M 75 31 0 0 0 8 28 17
10 uM 85 26 0 12 9 40 56 4
238
1M 72 11 0 14 2 0 0 0
10 uM 9% 22 0 0 18 32 39 21
239
1uM 79 0 0 13 1 0 0 0
)57 10 pM 31 46 0 14 45 11 46 0 29 7
1M 0 45 13 12 12 0 35 0 23 27
258 10 uM % 76 18 0 41 42 58 8 39 42
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1uM 59 47 0 0 23 0 44 3 13 2
259 10 uM 83 67 18 0 40 36 36 26 14 39
1uM 45 44 0 7 21 0 22 5 11 12
275 10 uM 15 18 55 0 36 34 0 32 0
1uM 23 24 0 0 22 5 13 0 0
276 10 uM 0 0 32 0 19 19 35 34 0
1uM 0 9 15 0 15 3 24 0 0
10 uM 26 0 23 2 27 52 86 0
284
1uM 18 3 36 0 26 9 23 0
285 10 uM 45 41 44 0 44 49 63 29
1uM 19 32 42 12 40 34 40 0
286 10 uM 68 35 40 18 45 55 45 18
1uM 18 34 32 10 49 34 30 0
10 uM 25 0 30 6 42 47 39 0
287
1uM 15 29 36 0 30 2 30 0
10 uM 54 0 7 14 0 56 77 27
288
1uM 9 0 11 7 5 5 9 0
289 10 uM 72 36 34 3 28 45 42 0
1uM 42 53 31 11 40 34 28 0
290 10 uM 94 43 27 22 50 70 39 0
1uM 91 45 28 14 35 35 32 0
10 uM 9 7 13 0 42 9 4 0
296
1uM 2 28 24 0 31 4 86 0 0
10 uM 27 6 0 10 10 10 17 12
322
1uM 15 0 0 2 0 2 7 0
10 uM 28 9 20 15 2 12 0 0
323
1uM 10 5 29 15 14 8 0 0
324 10 uM 4 9 0 0 1 13 26 3

283




1uM 1 22 0 0 0 16 12 0
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Résumé : Ce manuscrit porte sur la conception, la synthése et
I'évaluation biologique d'analogues de I'oroidine, monomere de la
benzosceptrine C. Ces molécules sont issues de la famille des pyrrole-
2-aminoimidazoles, isolées d'éponges marines. La stratégie de
simplification et de diversification structurale a conduit a
I'identification d'un hit sélectif, inhibiteur de la kinase Aurora B. Celle-
Ci joue un roéle essentiel dans la division cellulaire et son inhibition
conduit a des anomalies mitotiques séveres. De plus, elle est
surexprimée dans de nombreux cancers, en faisant une cible
thérapeutique de choix en oncologie. L'objectif du projet, a I'interface
entre la chimie et la biologie, était de synthétiser un composé chef de
candidat

anticancéreuse. Le squelette du hit est constitué de trois parties : une

file pouvant conduire a un médicament a visée
partie 4,5-dibromopyrrole, une partie imidazo[1,2-a]pyrimidine et
enfin un linker alcyne. Le travail de chimie médicinal s'est articulé
autour de ces trois sites de modulation structurale, qui ont été
successivement modifiés et font I'objet des chapitres I a IV, apres le
chapitre I dédié a lintroduction. Finalement, quatre-vingt-deux
dérivés ont été synthétisés et évalués

/n vitro sur Aurora B et un panel de kinases impliquées dans
différentes pathologies. Plusieurs analogues se sont avérés
tres actifs, avec des ICsp allant jusqu'a 34 nM, soit 150 fois
plus actifs que le hit initial. Le dernier chapitre porte sur
I'étude du mode d'action des inhibiteurs les plus actifs. Des
études de cinétiques enzymatiques ont mis en évidence un
mode d'inhibition non-ATP compétitif, jusqu’alors trés peu
décrit pour Aurora B. Par ailleurs, des expériences
d'immunomarquage ont permis d’évaluer et de quantifier les
effets du meilleur composé sur les cellules traitées, montrant
des résultats cohérents avec l'inhibition d'Aurora B. Enfin,
des études de modélisation moléculaire avec le meilleur
inhibiteur nous ont permis de situer le site de fixation
potentiel de nos inhibiteurs afin de poursuivre les
pharmacomodulations et I'étude SAR. Le manuscript se
termine par une conclusion générale et des perspectives qui
proposent des pistes pour optimiser les propriétés
physicochimiques et pharmacocinétiques afin d’améliorer

les propriétés nécessaires a un candidat médicament.
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Abstract : This manuscript describes the design, synthesis and
biological evaluation of oroidin analogs. Oroidin is a monomer of
benzosceptrin C, belonging to the pyrrole-2-aminoimidazole
family, isolated from marine sponges. The simplification and
structural diversification approaches led us to the identification of
a non-natural hit displaying selective inhibitory activity against the
kinase Aurora B. This kinase plays a key role in cell division and its
inhibition leads to severe mitotic abnormalities. Aurora B is found
to be up-regulated in many human cancers, indicating that this
kinase is a cancer-relevant target. The objective of the study at the
interface between chemistry and biology is to optimize the
discovered hit into a lead. The hit scaffold is divided in three parts:
the 4,5-dibromopyrrole, the imidazo[1,2-a]pyrimidine and the
alkyne moieties. After the first introductive chapter, chapters II to
IV are dedicated to the pharmacomodulations of each part. We
finally managed to synthesize eighty-two analogs for in vitro

evaluations toward Aurora B and a panel of kinases involved
in diverse human pathologies. Several compounds were
found to be very active with ICso down to 34 nM, displaying a
150-fold higher activity than the initial hit. The last chapter
discusses the mode of action of the most active inhibitors
from the hit expansion. The enzymatic kinetic assays revealed
anallosteric mode of action seldom observed of Aurora B.
Immunostaining experiments highlighted the typical effects of
Aurora B inhibition in treated cells as well as its quantification.
At last, molecular docking study with the best inhibitor
showed the most probable allosteric binding pocket of Aurora
B, providing crucial support in hit-to-lead optimization. In
conclusion and perspectives, the efforts to be pursued in
order to improve physicochemical and pharmacokinetic
properties in the lead-to-candidate process are pointed.
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