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Introduction générale

I.  Le noyau imidazopyridine

Le noyau imidazopyridine est constitué de la fusion d'une pyridine et d’'un imidazole. Il est
présent sous la forme de quatre isomeres (Figure 1). Les liaisons de la pyridine sont nommées
de a a c en partant de I'atome d’azote. Les atomes de I'imidazole sont numérotés selon la
nomenclature habituelle. L'imidazopyridine est ensuite nommée selon les atomes et les liaisons
qui ont fusionné.

~ N )2 NP R
5 N ~N
° o, 5 3 . H3 . H3
imidazo[1,2-a]pyridine imidazo([1,5-a]pyridine imidazo[4,5-b]pyridine imidazo[4,5-c]pyridine

Figure 1 : Isoméres imidazopyridines

Dans la suite du manuscrit, nous nous intéresserons plus particuliérement aux imidazo[1,2-
d]pyridines et aux imidazo[4,5-b]pyridines. On retrouve de plus en plus le noyau
imidazopyridine dans des composés a visée thérapeutique, dans le traitement du cancer, des
maladies neurodégénératives, du diabéte ou de I'’hypertension.2 Les imidazo[1,2-a]pyridines
sont les plus représentées, comme le Zolpidem, utilisé pour traiter les troubles du sommeil, ou le
Zolimidine, un antiulcéreux.! Le Bamaluzole est une imidazo[4,5-c]pyridine brevetée par Merck
comme anti-convulsant, mais jamais commercialisée.3 Le Tenatoprazole est une imidazo[4,5-
b]pyridine actuellement en phase clinique I comme antiulcéreux.*

Qf@ Va9 @(Q ﬁ W\}

Zolimidine Tenatoprazole /
Bamaluzole
Zolpldem

Figure 2 : Exemples d'imidazopyridines biologiquement actives

Depuis plusieurs années, notre laboratoire s’intéresse a ces hétérocycles azotés dans le cadre
d’un projet de chimie médicinale portant sur des inhibiteurs de protéines kinases.> D’autre part,
il cherche également a développer de nouvelles méthodologies de fonctionnalisation directe de
ces imidazopyridines.67?



ll.  Obijectifs du projet de these

Le premier chapitre de ce manuscrit sera consacré a un projet multidisciplinaire de chimie
meédicinale consistant a la recherche de nouveaux inhibiteurs des protéines kinases de la famille
TAM. La conception de nouvelles structures par modélisation moléculaire, leur synthése et leur
évaluation biologique seront successivement discutées.

;@ﬁﬁ

R3N

Figure 3 : Structure des inhibiteurs de la famille TAM

Dans un deuxiéme temps, nous avons souhaité appliquer les principes de la photopharmacologie
a une librairie d’inhibiteurs de la famille TAM, afin de pourvoir contrdler leur activité grace a la
lumiére. Pour cela, nous avons greffé des groupements photo-labiles sur ces composés. La
synthese, les photo-clivages, 'évaluation biologique des composés et la restauration de leur
activité seront présentés dans le chapitre II.

LA oL
Rﬁ ' I)i SR

GPL = groupement photo-labile

Schéma 1 : Inhibiteurs de TAM photo-contrélables

Le dernier chapitre sera consacré a la mise au point de nouvelles conditions de sulfénylation
d’imidazo[1,2-a]pyridines, en exploitant la réactivité inattendue du DABCO.(SO2)2, un
précurseur de dioxyde de soufre qui n’avait jamais été utilisé en tant que donneur de soufre
(Schéma 2).

SO,
Aﬁ /\r/N _/R2
47 A

o Ny N\
/\( S
Ri—¢ \/N O/ \\
//
R

Schéma 2 : Méthodologie de sulfénylation d'imidazopyridines

10



11



12



Chapitre | : Conception, synthese et
évaluation biologique de nouveaux
inhibiteurs de la famille TAM
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l. Introduction

1. Protéines kinases

a. Role biologique des protéines kinases

Les protéines kinases sont une famille de protéines catalysant le transfert du groupement
phosphate terminal de I’ATP sur des groupements hydroxyles de lipides, de sucres et d’acides
aminés (Figure 4).8

ADF’

(——pRorEIN KNASEﬂ ?_
o e
Protem

PROTEIN PHOSPHATASE J Phosphorylated
Protein

Pi

Figure 4 : Fonctionnement d'une protéine kinase

Ces réactions de phosphorylation jouent un rdle essentiel dans les voies de signalisation
cellulaire et initient des processus de croissance cellulaire, de prolifération et d’apoptose.8-10 Les
vingt derniéres années, les protéines kinases ont émergé comme de nouvelles cibles en
recherche pharmacologique. En effet, il a été montré que la surexpression ou le
dysfonctionnement des protéines kinases était impliqué dans de nombreuses pathologies telles
que le cancer, les maladies cardiovasculaires, inflammatoires ou infectieuses.8

L’ensemble des protéines kinases humaines, appelé kinome, regroupe 518 protéines kinases!?,
classées en familles selon leur degré d’homologie (Figure 5). Elles sont réparties en trois grandes
catégories, selon le résidu qu’elles phosphorylent :

e Les tyrosines kinases

e Lessérines/thréonines kinases

e Les kinases bi-fonctionnelles, phosphorylant aussi bien les tyrosines que les sérines et
les thréonines

14
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b. Morphologie des protéines kinases

Le domaine catalytique de la majorité des protéines kinases présente une structure bilobée
composée des éléments suivants8 (Figure 6) :

e Un lobe supérieur appelé lobe N, constitué de 5 feuillets et d’'une hélice a appelée C-
hélice. Une boucle riche en glycine (Gly-loop) située entre les deux premiers feuillets
contribue a la coordination des groupements phosphates de 'ATP.

e Un lobe inférieur appelé lobe C, constitué majoritairement d’hélices a. Il contient la
boucle d’activation, initiée par une triade DFG (aspartate, phénylalanine, glycine). Le
résidu aspartate est lié a un des cations Mg2* qui coordine les groupements phosphates
de ’ATP afin de les positionner pour le transfert de phosphate.



e Ces deux lobes sont reliés par une région charniére (hinge) ou se fixe I’ATP par liaisons
hydrogéne. Un résidu de la charniére appelé « gatekeeper » contrdle 'acces a une poche
hydrophobe a I'arriére de la poche ATP.
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Figure 6 : Structure d'une protéine kinasel2

La phosphorylation/déphosphorylation de la boucle d’activation permet d’activer/désactiver la
protéine kinase.

Lorsque celle-ci est en conformation active (aussi appelée conformation DFG-in), le résidu
aspartate de la triade DFG pointe a l'intérieur du site actif. La position de la C-hélice est
également importante : en conformation active, elle est tournée vers le site actif grace a une
interaction entre un résidu glutamate de I'hélice et une lysine d’un feuillet § du lobe N.13

En conformation inactive (appelée conformation DFG-out), le motif DFG est renversé d’environ
180°, avec l'aspartate et la phénylalanine qui échangent leur position, ce qui empéche la
coordination du cation Mg?*. La C-hélice est poussée vers I'extérieur, ce qui ouvre une poche
hydrophobe adjacente a la poche ATP. D’autres conformations de la boucle d’activation, de la C-
hélice et du motif DFG peuvent mener a des conformations inactives de la kinase.13.14

La figure ci-dessous compare la conformation active et inactive de la protéine kinase ABL, co-
cristallisée avec le dasatinib (a gauche) et I'imatinib (a droite), deux inhibiteurs utilisés contre la
leucémie myéloide chronique (Figure 7). On voit que dans la conformation DFG-in, 'aspartate, la
phénylalanine et la C-hélice sont proches les uns des autres. L’espace entre la boucle d’activation
et I'hélice est trop restreint pour permettre le passage d’'une molécule. L’inhibiteur se place dans
la poche ATP. En conformation DFG-out, I'aspartate et la phénylalanine ont échangé leur
position, et la C-hélice s’est éloignée, ouvrant le passage vers une poche allostérique hydrophobe
dans laquelle I'inhibiteur peut se placer.
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Figure 7 : Comparaison de la conformation active (a gauche) et inactive (a droite) de la kinase ABL

c. Inhibiteurs de protéines kinases

L’age d’or des inhibiteurs de protéines kinases débute en 2001 avec la commercialisation de
I'imatinib, ou Gleevec comme traitement contre la leucémie myéloide chronique (Figure 8).
Depuis, 55 inhibiteurs de protéines kinases ont été approuvés par la Food and Drug
Administration (FDA).15

N
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Imatinib

Figure 8 : Structure de I'imatinib (Gleevec)

Les inhibiteurs de kinases sont séparés en deux classes selon leur mode d’inhibition : réversible
ou irréversible. Les inhibiteurs irréversibles se lient de facon covalente a un résidu cystéine
proche du site de fixation de 'ATP et bloquent ce dernier de maniére irréversible.16 Les
inhibiteurs réversibles se répartissent en quatre catégories10.13 :

e Type I: inhibiteur compétitif de 'ATP, se placant dans la poche ATP de la protéine en
conformation DFG-in (Figure 9, A).

e Type Il : inhibiteur compétitif de 'ATP, interagissant avec la protéine en conformation
DFG-out. La molécule se place dans la poche ATP et dans la poche hydrophobe a
proximité ouverte dans la conformation inactive (Figure 9, B).

e Type Ill : ce sont des inhibiteurs allostériques se liant a une poche a proximité du site de
fixation de I'’ATP, sans réaliser d’interaction avec la poche ATP elle-méme (Figure 9, C).

e Type IV : il s’agit d'inhibiteur allostérique se liant a une poche éloigné du site de fixation
de 'ATP (Figure 9, D).
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Figure 9 : Classes d'inhibiteurs

d. Défis et perspectives dans la recherche de nouveaux inhibiteurs de protéines
kinases

Malgré I'essor considérable des inhibiteurs de protéines kinases ces vingt derniéres années,
ceux-ci souffrent de plusieurs inconvénients. Tout d’abord, la grande majorité des molécules sur
le marché sont des inhibiteurs compétitifs de 'ATP, qu’ils se fixent dans la conformation active
ou inactive de la protéine. Or le site de fixation de I'ATP est tres largement conservé, ce qui
conduit a une faible sélectivité au sein du kinome. Le sujet de la sélectivité des inhibiteurs de
kinase est controversé. Plusieurs études ont montré que le manque de sélectivité des inhibiteurs
dans un contexte oncologique était favorable a la guérison du patient.81” En effet, les cancers
étant des pathologies multifactorielles, I'action d’'une molécule sur plusieurs cibles peut étre
bénéfique. Toutefois, il semble important de développer des outils moléculaires spécifiques afin
d’étudier et d’identifier des cibles thérapeutiques précises. Enfin, I'utilisation d’inhibiteurs de
protéines kinases dans le cadre de maladies chroniques (inflammatoires, cardio-vasculaires)
nécessite 1a aussi le développement de molécules sélectives afin de limiter les effets secondaires
pour le patient.810

Une autre limitation dans le développement d’inhibiteurs de kinases est 1'émergence de
résistance. La plupart sont dues a des mutations d’acides aminés dans le site de fixation de I'ATP,
ce qui diminue l'affinité de I'inhibiteur pour le site actif. Pour les inhibiteurs de type II, une
mutation du résidu appelé « gatekeeper » controlant l'acces a la poche hydrophobe située
derriére la poche ATP peut empécher l'entrée de l'inhibiteur dans la cavité. D’autres
changements au sein de la cellule, comme un métabolisme accru par le cytochrome P450, la
capture des inhibiteurs dans des vésicules acides, ou des changements dans les voies de
signalisation des protéines kinases peuvent diminuer I'efficacité des composés.8
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Le domaine des inhibiteurs de protéines kinases reste toutefois toujours trés prometteur, les
molécules mises sur le marché ne s’intéressant qu’a une fraction du kinome humain (Figure
10).15 L’arbre ci-dessous représente le champ d’action des inhibiteurs de Kkinases en
développement ou mis sur le marché. On constate que la majorité des molécules cible la famille
des tyrosines kinases. Le champ de recherche est donc trés large pour découvrir des inhibiteurs
pour les autres familles de kinases.
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"lllustration reproduced courtesy of Cell Signaling Technology, Inc. (www.cellsignal.com)"

Figure 10 : Inhibiteurs de protéines kinases représentés sur le kinome humain

L’intérét de notre laboratoire pour les protéines kinases a commencé par une collaboration avec
I’équipe du Dr. Frangois Radvanyi, qui a montré que la tyrosine kinase Tyro3 était impliquée
dans 70 % des cas de cancers de la vessie.!819 Cette protéine fait partie de la famille TAM.
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2. Famille TAM

La famille TAM est identifiée au début des années 1990. Elle regroupe trois tyrosines kinases
trans-membranaires : Tyro3 (aussi appelée Sky, Brt, Dtk, Rse, Tif, Etk2, Rek), Axl (Ark, Ufo,
Tyro7), du grec Anaxelekto signifiant « incontrélé » et Mer (MerTK, Nyk, Eyk, Tyro12) isolée de
mélanocytes et de tissus epithéliaux et reproducteurs.2? Ces trois protéines présentent une
similarité structurelle importante : 52-57% dans la partie extracellulaire et 72-75% dans le
domaine intracellulaire.

Elles sont constituées de deux domaines de type immunoglobuline (Ig) et de deux domaines
fibronectine (FNIII) dans leur partie extracellulaire, tandis que le domaine Kkinase intracellulaire
contient une séquence d’acide aminés unique a la famille TAM : KW(I/L)A(I/L)ES (Figure 11).20

Transmembrane
Domain
Ig-Like Domains FNIII Domains J Kinase Domain

NHy

Figure 11 : Structure des protéines kinases de la famille TAM

Les récepteurs de la famille TAM sont activés par le ligand Gas-6 (Growth arrest-specific
protein), et Tyro3 et Mer sont également activés par la protéine S.2021 Ces ligands sont capables
de se lier a des lipides de type phosphatidylserines (PtdSer), ce qui permet a Tyro3, Axl et Mer
de détecter et se lier a des cellules présentant des membranes lipidiques PtdSer (Figure 12).22
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Figure 12 : A) Structure de Tyro3 ; B) Structure des ligands (Protéine S et Gas-6) ; C) Activation de Tyro3 par Gas-6.
Liaison avec des phosphatidylserines membranaires d'une cellule apoptotique

Plusieurs structures cristallographiques du domaine kinase des protéines humaines co-
cristallisé avec un inhibiteur ont été publiées: 13 structures de Mer entre 2009 et 2019, la
majorité en en conformation DFG-in23-39, Axl en conformation active et inactive en 2017.29 Pour
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Tyro3, seule la structure de la protéine murine en conformation active a été élucidée en 2012 et
2013.3132

Les trois tyrosines kinases de la famille TAM sont impliquées dans de nombreux processus
cellulaires (Figure 13).22 Dans la figure ci-dessous, on peut voir par exemple que Tyro3 régule
des voies de signalisation importantes pour la prolifération cellulaire, la régulation du cycle
cellulaire, d’apoptose ou de modulation immunitaire.
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Figure 13 : Voies de signalisation cellulaire régulées par Tyro3

L’'une des fonctions les plus étudiées de Mer est son role dans 'efferocytose (phagocytose des
cellules apoptotiques par des macrophages). Un dysfonctionnement de la protéine kinase peut
ainsi mener a des maladies auto-immunes et inflammatoires.33-35 Des études montrent
également que l'expression des PtdSer a la surface de certains virus et leur reconnaissance par
les récepteurs TAM faciliterait les infections.36 Récemment, 'implication d’Axl dans l'infection au
virus Zika a été démontrée.37.38

Les tyrosines kinases de la famille TAM sont surexprimées dans un grand nombre de cancers :
leucémie myéloide, colon, foie, prostate, sein.?! Elles sont impliquées dans au moins trois des six
fonctions cellulaires acquises par les cellules cancéreuses: la migration et l'invasion,
I'angiogenese et la survie cellulaire et la croissance tumorale.20

Les nombreuses implications des récepteurs TAM dans diverses maladies infectieuses,
inflammatoires, auto-immunes et cancers en font donc des cibles thérapeutiques privilégiées.
Toutefois, peu d’inhibiteurs ont été spécifiquement congus pour cette famille de tyrosines
kinases, avec un intérét accru envers Axl et Mer.
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3. Inhibiteurs de la famille TAM dans la littérature

La plupart des inhibiteurs de la famille TAM ont été développés pour d’autres protéines Kinases
et identifiés par la suite comme inhibiteurs des récepteurs TAM par profils de sélectivité.
Cependant, quelques molécules ont été concues pour inhiber spécifiquement les protéines de la
famille TAM.39

a. Inhibiteurs de Tyro3

Tyro3 est le membre de la famille TAM le moins étudié. Les premiers inhibiteurs spécifiquement
dédiés a cette protéine datent de 2012, ou un criblage de la chimiotheque de Pfizer a permis
d’identifier le spiroindoline-2-carboxindole 1, structure trés originale pour un inhibiteur de
protéine kinase (Figure 14).31 Le co-cristal du composé et de Tyro3 montre qu’il s’agit d'un
inhibiteur de type I compétitif de 'ATP. Le 2-carboxyindole forme deux liaisons hydrogéne avec
le résidu Met596 de la région charniére tandis que les cycles pyrrolidine et pipéridine
interagissent avec les résidus Asp663 et Arg649. Cette structure cristalline révele également la
présence d’'une poche formée par '’Ala571 qui n’est pas présente dans Axl et Mer et dont
I'occupation par le phényle du spiroindole explique slirement la sélectivité envers Tyro3.
Toutefois les tests préliminaires d’absorption, distribution, métabolisme, excrétion (ADME) ont
montré une faible solubilité dans I'’eau, une biodisponibilité orale modérée et un métabolisme
par le CYP2D6 importante, ce qui a stoppé son développement.

7
L e ol
’T ‘ ‘
Mets96 ) 2 & O
N M’ [ E Asp663
HN ,
p? h _)\.
ICs = 0,476 M (Tyro3)
ICso = 19,4 UM (AX) Arg649
ICs = 6,93 UM (Mer)
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Figure 14 : Structure de 1 et structure cristalline de 1 dans le site actif de Tyro3 (code PBB : 3QUP)39

Le méme groupe a également publié en 2013 une série d’inhibiteurs basée sur le noyau
pyrimidine (Figure 15).32 La structure cristalline du composé 2 montre que le cycle 2-
aminopyrimidine-5-carboxamide forme une liaison hydrogene avec la Pro594 et deux avec la
Met596 de la région charniére, tandis que le groupement pyridinéthyle ne pointe pas vers
I’Ala571 comme attendu, mais vers la Lys450 et '’Asp663. En remplacant ce groupement par une
chaine plus courte, la sélectivité envers Tyro3 est améliorée. Le co-cristal de 3 dans le site actif
montre que le composé entre plus profondément dans la cavité et que le groupement 2-
méthoxybenzyle occupe cette fois-ci la poche alanine (Figure 15b).
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Figure 15 : Structures de 2 et 3 (en haut). a) Structure cristalline de 2 dans Tyro3 (code PDB : 4FEQ). b) Superposition
des structures cristallines de 2 (en jaune) et de 3 (code PDB : 4FF8)3°

En 2018, I'équipe de Kim a également publié une série de pyrimidines inhibant sélectivement
Tyro3 (Figure 16).40 Il semblerait que la substitution du cycle phénylamine soit déterminante
pour 'activité du composé, ce qui n’est toutefois pas appuyé par les expériences de modélisation

moléculaire effectuées.

Cl

cl i “NH =N

N—

ICs = 0,028 uM (Tyro3)
ICso > 10 UM (Axl)
ICso = 12 UM (Mer)

Figure 16 : Pyrimidine inhibiteur sélectif de Tyro3

b. Inhibiteurs d’Axl

Axl est le membre de la famille TAM le plus étudié, du fait de ces multiples implications dans
différents types de cancers. En 2018, le Gilteritinib est approuvé par la FDA comme traitement
de la leucémie myéloide aigué.#! Le Bemcentinib est quant a lui en phase clinique II contre le
cancer des poumons non a petites cellules et contre le cancer du sein triple négatif (Figure

17).1542
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Figure 17 : Structures du Gilteritinib et du Bemcentinib

Plusieurs composés de type pyrimidine ont été identifiés comme inhibiteurs d’Axl. L’Amuvatinib,
identifié initialement comme inhibiteur de c-Kit et c-Met, montre une inhibition de la
phosphorylation d’Axl dans les tumeurs stromales gastro-intestinales (GIST) sensibles et
résistantes a I'matinib (Figure 18).43 Les pyrimidines 5 et 6 ont été identifiées en 2011 comme
inhibiteurs potentiels suite a un criblage virtuel dans un modele du site actif d’Axl.+4
L’introduction d’'un groupement sulfonamide pouvant se coordiner au cation Mg2+ améliore
drastiquement l'activité. Toutefois, le composé 5 a également montré une forte activité sur les
autres membres de la famille TAM, ainsi que sur d’autres kinases comme les sérines/thréonines
kinases Aurora A et B.

o)

H F 2

N\?S X SN
! ne

[ j (\N/ HN
) S Ne O GO0

O~ N N/)\N F NN NOLN
| H H
SN 5 6
Amuvatinib X=Cl:1Cs =2,8 yM 1C50 = 0,027 uM
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IC50 = 2 uM (GIST Imatinib-résistante)

Figure 18 : Inhibiteurs d'AxI

En 2018, I'équipe d’Orfi propose une série de sulfonamides inhibant plus efficacement Axl que
leur homologue possédant une fonction urée (Figure 19).45
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Figure 19 : Série de sulfonamides inhibiteurs d'Axl
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c. Inhibiteurs de Mer

En 2009, un criblage d’une librairie de 157 composés a mené a l'identification de 5 composés
inhibant Mer.23 Plus important, 'ADP ainsi qu'un des ligands ont été co-cristallisés avec la
protéine, ce qui a été le point de départ pour des criblages virtuels et I'identification d’autres
inhibiteurs potentiels. Le composé 9, dérivé de purine, montre une activité inhibitrice modérée
avec une ICso de 11,3 pM (Figure 20). Il établit une liaison hydrogene avec le résidu Met674 de la
région charniére, tandis que le groupement hydroxyle est orienté vers le solvant, faisant face a
un résidu aspartate.
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Figure 20 : Composé 9 et sa structure cristalline dans Mer

L’équipe de Stephen Frye de I'Université de Caroline du Nord travaille intensivement sur les
inhibiteurs de Mer. En 2012, elle publie une série de pyrazolopyrimidines portant une fonction
amine en position 6 (Figure 21).3° Le composé 10 montre une activité 40 fois supérieure sur Mer
que sur Tyro3, et 9 fois supérieure par rapport a Axl. La présence de 'amine secondaire est
indispensable pour l'activité de la molécule. En effet, la substitution de la pyrazolopyrimidine en
6 par une amine tertiaire conduit a une perte drastique d’activité. Ces résultats sont confirmés
par le co-cristal d’'UNC569 dans Mer, ou 'on voit que le NH en position 6 établit une liaison
hydrogene avec la Pro672 de la région charniere. Cependant, la présence de 'amine primaire sur
le cyclohexyle induit une activité hERG (gene codant pour les canaux potassiques dont
I'inhibition conduit a des irrégularités du rythme cardiaque).
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Figure 21 : Structures de pyrazolopyrimidines inhibiteurs de Mer et structure cristalline d'UNC569 dans Mer

25



Pour résoudre ce probléme, I'équipe a remplacé 'amine primaire par un hydroxyle.46 Constatant
également que I'azote N2 du pyrazole n’était impliqué dans aucune interaction avec la protéine,
celui-ci a été remplacé par un atome de carbone, menant a une série de pyrrolopyrimidines.4” Le
composé UNC2025 montre une tres bonne activité sur Mer (ICso = 0,74 nM), une bonne
solubilité, une faible clairance et une grande biodisponibilité orale (Figure 22).
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Figure 22 : Structure d'UNC2025, inhibiteur de Mer

A l'aide des structures cristallines de leurs composés en complexe avec Mer, 'équipe de Frye a
également développé en 2016 des analogues macrocycliques de leurs pyrrolopyrimidines.25 La
pré-organisation induite par la présence d'un cycle flexible peut favoriser les interactions avec la
protéine en diminuant 'entropie et améliorer la sélectivité. Le composé UNC3133 présente de
bonnes activités envers les trois protéines de la famille TAM (Figure 23). La taille du macrocycle
et la position du groupement donneur de liaison hydrogene sont déterminantes pour l'activité
des molécules. Le co-cristal d'UNC2434 dans Mer montre que les interactions avec la protéine
sont similaires a celles observées pour UNC569.
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Figure 23 : Structure d'inhibiteurs macrocycliques de Mer et structure cristalline d'UNC2434 en complexe avec Mer

La méme équipe a également développé depuis 2013 des inhibiteurs basés sur le noyau
pyrimidine, acycliques2448 et macrocycliques?? (Figure 24). La présence d’une liaison hydrogene
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intramoléculaire permet de rigidifier I'’ensemble et potentiellement d’améliorer les interactions
avec la protéine. Les deux composés ci-dessous montrent une bonne activité sur Mer et une
bonne sélectivité avec des activités sur Tyro3 et Axl 27 a 129 fois supérieures a celles sur Mer.
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Figure 24 : Inhibiteurs pyrimidines de Mer et structure cristalline d'UNC2541 dans Mer

Tous les inhibiteurs de Mer que nous avons pu voir jusqu'ici sont des inhibiteurs de type I, se
fixant au site actif de la protéine en conformation DFG-in. Grace a la modélisation moléculaire,
I’équipe de Frye a été capable de transformer ces composés en inhibiteurs de type II, se liant a la
protéine en conformation inactive (Figure 25).28 A partir d’'une structure pyridine-pyrimidine,
semblable a celles déja développées,*8 les auteurs ont ajouté des fragments capables d’atteindre
la poche allostérique accessible en conformation inactive. Le composé UNC4042 ainsi obtenu
présente de tres bonnes activités sur chacune des protéines de la famille TAM. La molécule
UNC3437 montre une activité légerement sélective pour Mer. Sa co-cristallisation avec la
protéine montre que la partie alcyne-pyridine se fixe bien dans la poche allostérique derriére la
poche ATP.
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Figure 25 : Structures d'inhibiteurs de type Il de Mer et structure cristalline d'UNC3437 dans Mer
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d. Inhibiteurs concus au laboratoire

Le BMS-777607 est un inhibiteur de la protéine kinase c-Met identifié pour également inhiber
les kinases de la famille TAM.# Il a été co-cristallisé avec c-Met en 2009, montrant qu’il s’agit
d’un inhibiteur de type Il interagissant avec la protéine en conformation DFG-out (Figure 26,
code PDB: 3F82). La partie 2-aminopyridine établit des liaisons hydrogéne avec la région
charniere tandis que la chaine latérale a motif pyridone s’installe dans la poche allostérique
accessible en conformation inactive. Les ICso sur la famille TAM sont comprises entre 1,1 et 4,3
nM.
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ICs = 4,3 NM (Tyro3)
ICso = 1.1 N (AX])
ICsg = 3,9 NM (Mer)

Figure 26 : Structure cristalline de BMS-777607 dans c-Met

A partir du BMS-777607, plusieurs librairies de composés ont été concues au laboratoire en en
modifiant la 2-aminopyridine par un noyau purine®, pyrimidines! ou imidazo[4,5-b]pyridines
(Figure 27). En série purine, divers essais de raccourcissement de la chaine latérale ont tous
menés a une perte totale d’activité, ce qui prouve que la chaine pyridone est indispensable pour
I'activité inhibitrice. Le remplacement du lien éther entre la purine et la chaine latérale par un
lien amine est également délétere. Dans tous les cas, la plateforme hétérocyclique conserve une
fonction NH nécessaire a linteraction avec le résidu méthionine de la région charniere.
Initialement créés comme inhibiteurs de Tyro3, on peut constater que ces composés sont plus
actifs sur Axl ou Mer.
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Figure 27 : Structures d'inhibiteurs de TAM synthétisés au laboratoire

4. Objectifs du projet de these

Dans la continuité des travaux réalisés au laboratoire, I'objectif de ce premier volet de ma thése
est d’améliorer I'activité des inhibiteurs de type imidazo[4,5-b]pyridine en travaillant sur des
substitutions en position 2 et 5 (Figure 28).
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Figure 28 : Structures des nouveaux inhibiteurs de TAM

Dans un premier temps, I'identification des nouveaux candidats par modélisation moléculaire
sera discutée. La voie de synthese des molécules sélectionnées sera ensuite présentée. Enfin,
I'activité biologique des composés sera évaluée par des tests enzymatiques.

lI.  Conception de nouveaux inhibiteurs par modélisation
moléculaire

1. Introduction

Afin de déterminer les molécules a synthétiser, j’ai réalisé un travail de criblage virtuel sur les
structures cristallines de Tyro, Axl et Mer (codes PDB 3QUP, 5U6B et 3BRB respectivement),
avec l'aide du Dr. Liliane Mouawad. Il s’agit pour Tyro3 de la protéine murine, et pour Axl et Mer
de protéines humaines. Nous avons choisi de travailler sur les conformations actives (DFG-in),
bien que la structure soit dérivée du BMS-777607, un inhibiteur de c-Met de type II, pour les
raisons suivantes :

e Lorsque le criblage a été réalisé en 2017, seule la structure d’Axl en conformation DFG-
out avait été cristallisée, les structures de Tyro3 et de Mer correspondant toutes a une
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conformation active. En 2019, la structure de Mer en conformation inactive a été

élucidée.?8

Les protéines utilisées dans les tests enzymatiques sont achetées sous une forme

phosphorylée qui sous-entend une conformation active.5253

Les expériences d’amarrage moléculaires sont réalis

ées avec le logiciel Glide de la suite Maestro.

Nous avons choisi de ne modifier que les substituants de I'imidazopyridine, qui réalise les
interactions les plus importantes avec le site actif de la protéine. Les précédents travaux de

modélisation® et les tests in vitro ont permis d’éta
groupements fonctionnels :

[}
ou un atome d’halogene.
il est possible d’établir une nouvelle liaison

blir des criteres de sélection des différents

le groupement R doit étre de petite taille. Nous avons donc choisi un atome d’hydrogéne

hydrogéne entre le groupement R? et le site

actif. Nous avons donc testé des chaines possédant une fonction éther-oxyde, amine
secondaire, ester, amide et sulfonamide, toutes terminées par une fonction hydroxyle ou

une amine primaire.

Enfin, nous avons voulu voir si I'installation d'une amine comme groupement R3 permettait de
réaliser une nouvelle liaison hydrogene avec la protéine (Figure 29).
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Figure 29 : Série de molécules évaluées en modélisation

Dans le méme temps, nous avons criblé une autre série de molécules possédant les mémes
groupements R!, R? et R3, mais sans la chaine latérale a motif pyridone (Figure 30). Nous avons

ainsi voulu voir si cette partie de la molécule était
synthése serait simplifiée.

indispensable a l'activité. Le cas échéant, la
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Figure 30 : Série de molécules sans chaine latérale

2. Résultats

L’étude du positionnement des meilleures molécules déterminées par le logiciel ont révélé trois
orientations possibles.

Dans la premiére, le noyau imidazopyridine établit deux liaisons hydrogene avec une
meéthionine. Le groupement R? est dirigé vers 'entrée de la cavité et peut établir une liaison
hydrogéne avec un résidu du site actif, comme un acide aspartique par exemple. Le groupement
R3 étant un NHpy, il peut ainsi établir une quatriéme liaison hydrogéne avec une proline. Nous
appellerons cette orientation canonique (Figure 31).

Figure 31 : Orientation canonique

Dans la seconde orientation, le noyau imidazopyridine n’établit qu'une seule liaison hydrogéne
avec le site actif, entre une méthionine et 'azote de la pyridine. Le groupement RZ est dirigé vers
le fond de la cavité, permettant I'établissement de plusieurs liaisons hydrogéne, notamment avec
un acide aspartique. Le groupement R3 est un atome d’hydrogéne. Nous appellerons cette
orientation non-canonique (Figure 32).
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Figure 32 : Orientation non-canonique

Enfin dans la derniére orientation, la molécule se place en travers de la cavité, permettant
I’établissement de deux liaisons hydrogéne : entre I'amine en position 5 et une proline, et entre
I'azote N-3 et un acide aspartique au fond de la cavité. Nous appellerons cette orientation
twistée (Figure 33).

Figure 33 : Orientation twistée

De toutes les orientations, c’est celle canonique qui nous semble pouvoir conduire a la meilleure
activité, puisqu’elle permet d’établir quatre interactions entre les résidus de la cavité et la
molécule. L’orientation non-canonique ne présente plus qu'une interaction entre
I'imidazopyridine et le site actif, mais le groupement R2 se trouve alors a proximité d’au moins
deux résidus avec lesquels il peut établir des liaisons hydrogene. L’orientation qui nous semble
la moins convaincante est celle twistée, pour laquelle les molécules sont généralement repliées
sur elles-mémes et ou un méme résidu est souvent engagé dans plusieurs liaisons hydrogéne.
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3. Détermination des molécules a synthétiser

A partir de ces résultats, nous avons déterminé les molécules a synthétiser. Nous avons choisi
préférentiellement des molécules adoptant une orientation canonique ou non canonique et
figurant parmi les dix premieres du classement sur au moins deux protéines. Nous avons aussi
inclus quelques molécules montrant une orientation twistée, afin d’essayer d’établir des
corrélations entre la modélisation moléculaire et les tests in vitro. Enfin, nous avons choisi la
molécule sans chaine latérale a motif pyridone 17 bien classée sur Mer, pour étudier I'influence
de la chaine sur l'activité.

Deux séries se dégagent (Figure 34): les molécules 11 a 13 possédent une fonction amine en
position 5 de I'imidazopyridine. Les groupements R2 en position 2 sont variés, avec des esters,
des amides, des éthers-oxydes et des chaines aliphatiques. Le groupement R! semble étre
indifféremment un hydrogene ou un halogéne. La deuxieme série rassemble les molécules 14 a
16 avec en position 5 un atome d’hydrogéne. Le groupement R2? contient une fonction amine
secondaire ou un sulfonamide.
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Figure 34 : Molécules cibles

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés a la synthese du composé 17, afin de
déterminer si la chaine pyridone était indispensable a l'activité.
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lll.  Synthese des nouveaux inhibiteurs potentiels

1. Molécules issues de la modélisation

Nous avons choisi de synthétiser en premier lieu la molécule 17 qui ne porte pas la chaine
latérale a motif pyridone, afin d’évaluer I'importance de celle-ci pour I'activité inhibitrice.

Nous avons envisagé une voie de synthese a partir de la 2,6-dichloro-3-nitropyridine 18
commerciale (Schéma 3).
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| 2 Na,COj3 | _

X

N NH,
" |
_ N™ °N” °N N™ °"N” °N
cl N Cl EtOH, ta., 2] N H H P - H H P
18 71% (0] O (e) 21 (0]
o 19

Na,CO,
EtOH, ta., 2]
51%

(o]
)
N NO, 24 o /(i : < HzN/\/NHBOC
| _ Fe, K2C03 NH4OAC NEt3
N °N

Cl
H Toluene/eau /\©\ Et,O,ta.,1h
2 puis HATU, DIPEA
22 0~ Reflux, 16 h 23 O/toluene reflux, 3 h DMF, 0-25°C, 4h

Quant. 89% 74%

CSZCO3 ﬁ
~

Pd,(dba); HN
N 0} 2
| \ 2, /@ NHBoc XantPhos \—NHBoc
-
N HN
HN™ °N™ _\—NH DCM 0-40 °C, 16 h Dioxane, 120°C, 16h
17 2 24% 66%

Schéma 3 : Synthése du composé 17

L’insertion simultanée de deux fonctions amines protégées par un p-méthoxybenzyle a été
réalisée par substitution nucléophile aromatique avec la p-méthoxybenzylamine avec un
rendement de 71%.54 L’étape suivante de réduction de la fonction nitro en amine a en revanche
échoué. Les essais de réduction par le fer ou I'étain en milieu acide ou basique ont laissé le
composé de départ intact (Tableau 1, entrées 1 a 3). Les essais d’hydrogénation catalysée par le
palladium sur charbon ou le zinc en milieu basique ont montré par LC-MS la formation du
composé azopyridine 29 (entrées 4 et 5).
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Tableau 1 : Réduction du composé 20

Entrée Conditions Produit obtenu
1 HCI, Fe 20
EtOH, reflux, 2 j
2 SHClz(Hzo)z 20
EtOH, reflux, 4 j
3 NH40Ac, K;CO3, Fe 20
Eau/toluéne (1 : 1), reflux, 15 h
4_ HZ; Pd/C PMBHN /N NHPMB

EtOH, ta., 4 j No A
o

PMBHN N NHPMB
29

5 NH40Ac, NH4Cl, Zn PMBHN. N | NHPMB
MeOH/THF (1:1),ta,5h Ns A
L

PMBHN" "N~ "NHPMB
29

Nous avons donc repris la réaction entre la dichloropyridine 18 et la p-méthoxybenzylamine en
s’arrétant a la mono substitution en position 2, avec un rendement de 51%. Le groupement nitro
est alors réduit par le fer en milieu basique quantitativement. Le cycle imidazo[4,5-b]pyridine
est formé par condensation avec le chlorure d’oxalate d’éthyle, menant a la formation du
composé hydrolysé 25 avec un rendement de 89%. Le couplage avec le N-Boc-éthylénediamine
permet d’obtenir 'amide avec un rendement de 74%. La seconde amine protégée est introduite
en position 5 par un couplage de Buchwald-Hartwig, avec un rendement de 66%. Enfin, tous les
groupements protecteurs sont clivés en milieu acide. Toutefois I'isolement de la molécule finale
a été délicate, car celle-ci est partiellement soluble dans l'eau, et se complexe au sulfate de
magnésium et de sodium utilisé pour sécher la phase organique. Finalement, le composé a été
isolé par simple évaporation du milieu réactionnel et purification par HPLC préparative en
phase inverse. Le composé 17 est ainsi obtenu sous forme de sel d’acide trifluoroacétique avec
un rendement de 24%.

La molécule 30 issue de la déprotection partielle de 28 a également été isolée (Figure 35).

Figure 35 : Composé 30

2. Librairie de sulfonamides

Nous avons aussi voulu synthétiser une série de molécules comportant un lien sulfonamide. En
effet, I'équipe d’Orfi a développé en 2018 une série d'inhibiteurs d’Axl en remplacant une
fonction urée par un groupement sulfonamide4s (Figure 36).
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Figure 36 : Librairie de sulfonamides inhibant AxI

De la méme maniere, nous voulions voir si le remplacement de I'amide-pyridone de nos
inhibiteurs par un sulfonamide pouvait améliorer l'activité de ceux-ci (Figure 37).

Rfﬁw I)I\H‘

Figure 37 : Librairie de sulfonamides

La voie de synthese est présentée ci-dessous (Schéma 4). L’aminophénol protégé 32 réagit en
milieu basique avec la 2-amino-4-chloro-3-nitropyridine commerciale 31 par substitution
nucléophile aromatique. Le groupement nitro est réduit par hydrogénation catalysée par le
palladium sur charbon de maniere quantitative. Le cycle imidazo[4,5-b]pyridine est formé par
condensation avec 'orthoformiate de méthyle en milieu acide avec un rendement de 65%. Les
différents sulfonamides sont obtenus par couplage de l'amine libre avec les chlorures de
sulfonyle correspondants.
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Schéma 4 : Voie de synthése des sulfonamides

Les rendements de la derniére étape sont modestes, car la réaction du chlorure de sulfonyle a
également été observée sur l'azote N3 de l'imidazopyridine, conduisant a la formation d'un
composé disulfonamide avec des rendements de 10 a 30 %.

Deux autres séries avec un groupement isopropyle en 2, et un brome en 6 ont été synthétisées
par Chloé Breton-Patient dans le cadre de son stage de master 2 (Figure 38).
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Figure 38 : Deux autres séries de sulfonamides synthétisés

IV. Evaluation biologique des nouveaux composés

1. Dosage de I’ADP par fluorométrie

a. Principe du test

J’ai pu tester I'activité des composés synthétisés grace au kit ADP Fluorometric Assay vendu par
Abcam, qui avait déja été utilisé au laboratoire pour I’évaluation biologique sur la famille TAM.5
Le principe général du test est décrit ci-dessous.

Dans le cas sans inhibiteur, la protéine est tout d’abord incubée avec ses substrats naturels
('ATP et un peptide Glu-Ala-Tyr) dans le tampon fourni dans le kit (étape (I)). Les résidus
tyrosines du peptide sont phosphorylés par la protéine. L’ATP est transformée en ADP au cours
de ce processus (Figure 39).

(1) Incubation

L * & *‘ Phosphorylation ¢ & *‘
* des tyrosines du * &
peptide

@&  Protéine kinase ADP
* ATP Peptide phospohorylé
Peptide

Figure 39 : Protéine incubée avec I'ATP et le peptide poly Glu-Ala-Tyr

Un mélange de réactifs fourni par le kit et appelé « Reaction Mix » est ensuite ajouté (Figure 40).
Ce mélange contient une enzyme capable de transformer I’ADP en ATP et en pyruvate
fluorescent. La fluorescence est donc proportionnelle a la quantité d’ADP dans le milieu, c’est-a-
dire a la quantité d’ATP transformée initialement par la protéine kinase.
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(11) Ajout du Reaction Mix (1) Incubation
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Figure 40 : Ajout du Reaction Mix

La lecture de fluorescence est faite apres 30 minutes d’incubation. Griace a une courbe
d’étalonnage établie a I'aide de puits standards ou la concentration en ADP est connue, on peut
connaitre la concentration en ADP dans chaque puits. La valeur d’ICso de chaque composé est
déterminée en représentant la concentration d’ADP en fonction de la concentration en
inhibiteur.

Lorsqu’une petite molécule est incubée avec la protéine et ses substrats naturels, elle peut se
fixer a la protéine et ainsi bloquer partiellement la phosphorylation des résidus tyrosine (Figure
41). La production d’ADP sera donc moins élevée, et l'intensité de fluorescence lue sera
diminuée.

(1) Incubation (I1) Ajout du Reaction mix
L * : *‘ Linhibiteur blogue la L4 * " *‘ La protéine L4 * ". *‘
* ® v * protéine kinase. * ' transforme 'ADP * ) Y
Phosphorylation en ATPIC+ pyruvate @
partielle des tyrasines fluorescent
du peptide
&  Protéine kinase ADP & Pyruvate
K aTP peptide phospohorylé Reaction Mix
Peptide

Figure 41 : Cas avec un inhibiteur

b. Mise au point des conditions

Pour utiliser le kit dans les meilleures conditions, il a tout d’abord fallu déterminer la
concentration optimale en protéine. En effet, lors d’'une réaction enzymatique, la vitesse de
réaction est tout d’abord quasi-linéaire, puis atteint un plateau (Figure 42). Si 'on se place au
niveau de ce plateau, I'effet d'un inhibiteur ne sera pas observable, car I'enzyme est saturée. Il
faut donc se placer dans la zone de linéarité, appelée état quasi-stationnaire.
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Figure 42 : Cinétique enzymatique

Dans un premier temps, nous avons repris les conditions précédemment mises au point au
laboratoire pour déterminer la concentration d’enzyme nécessaire. Différentes concentrations
de protéines sont incubées 10 minutes avec 30 pL de solution tampon contenant I'ATP (5.2 uM)
et le peptide poly (Ala-Glu-Tyr) (7 pg/mL), et 10 puL d’eau. Apreés I'ajout du « Reaction Mix » et 30
minutes d’incubation, la fluorescence est mesurée. La concentration en ADP dans chaque puits
est extrapolée grace a une courbe d’étalonnage, puis exprimée en fonction de la concentration en
enzyme (Figure 43). On peut voir que le plateau est rapidement atteint, sans toutefois
correspondre a la quantité initiale en ATP pour Axl et Mer (0,156 nmol/puits). Cela indique que
la protéine est peu active, car elle ne convertit pas la totalité de I’ATP fournie.

Gamme de concentration d'enzyme
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15
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Figure 43 : Gamme de concentration d’enzyme

Pour la suite, nous avons choisi de travailler a des concentrations de 5 ng/puits pour Tyro3 et
Mer, et de 1,5 ng/puits pour Axl. Ces concentrations correspondent a la fin de I'état quasi-
stationnaire.

Dans un second temps, il a fallu déterminer le temps d’incubation optimal de la protéine avec ses
substrats ('ATP et le peptide), pour se placer de la méme facon dans I'état quasi-stationnaire.
Cette étude cinétique a d’abord été réalisée sur Mer.
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Nous avons malheureusement fait face a de nombreuses difficultés lors de cette étude. La
quantité d’ADP produite ne varie presque pas en fonction du temps, et n’atteint pas la quantité
initiale d’ATP (0.156 nmol/puits) (Figure 44). Cela refléte la aussi le manque d’activité de la

protéine.

Etude cinétique sur Mer
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Figure 44 : Etude cinétique sur Mer

De plus, le bruit de fond de fluorescence est toujours trés élevé. De ce fait, la différence de
fluorescence entre le puits de référence sans ADP et les puits contenant 'ADP n’est pas
significative, et les résultats peu fiables. Nous avons donc décidé de changer de kit et d’utiliser
un test de dosage de I'’ADP par luminescence spécialement cong¢u pour les protéines kinases
appelé ADP-Glo, commercialisé par Promega.

2. Dosage de I’ADP par bioluminescence

a. Principe du test

Le principe du test est similaire a celui du dosage par fluorométrie (Figure 45) et est décrit ci-
dessous.

Dans le cas sans inhibiteur, la protéine est incubée pendant 2 heures avec ses substrats naturels
(FATP et un peptide poly Glu-Ala-Tyr) (étape (I)). Cette étape conduit a la phosphorylation du
peptide et a la transformation de 'ATP en ADP. Un premier réactif, appelé « ADP-Glo Reagent »
est ensuite ajouté (étape (II)). Il permet de retirer 'ATP restant dans le milieu. Aprés 40 minutes
d’incubation, un second réactif, appelé « Kinase Detection Reagent » est ajouté a son tour. Ce
mélange permet dans un premier temps de transformer 'ADP en ATP (étape (III})). Dans un
second temps, la luciférase contenue dans le mélange va utiliser I'ATP pour catalyser une
réaction de bioluminescence, qui va émettre un photon (étape (IV)).
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Sans inhibiteur

La quantité de photons émise, et donc I'intensité de luminescence lue, sera proportionnelle a la
quantité d’ADP retransformée, c’est-a-dire a la quantité d’ATP initialement transformée par la

protéine.

En présence d'un inhibiteur, la petite molécule va se fixer sur la protéine, limitant la
phosphorylation du peptide. La quantité d’ADP produite va donc diminuer, et l'intensité de
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Figure 45 : Principe du dosage de I'’ADP par luminescence

luminescence lue également.

Grace a une droite d’étalonnage, on pourra déterminer la quantité d’ADP dans chaque puits.
L’ICso de chaque molécule sera déterminée en exprimant la concentration en ADP en fonction de

la concentration en inhibiteur.
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b. Mise au point des conditions
i. Tyro3

Comme pour le kit de dosage par fluorométrie, il a tout d’abord fallu déterminer les conditions
optimales. Nous avons commencé en étudiant I'influence des concentrations en substrats (ATP
et peptide poly Glu-Ala-Tyr) sur Tyro3 a 5 ng/puits, aprés 10 minutes d’incubation (Figure 46).
Dans un souci d’économies, seuls deux points expérimentaux ont été réalisés, afin de vérifier la
tendance.

Influence des concentrations en substrats sur Tyro3
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Figure 46 : Influence des concentrations en substrats sur Tyro3

On peut voir que la production d’ADP augmente lorsqu’on augmente la quantité d’ATP initiale,
ce qui est la tendance normale. De plus, plus la concentration en peptide est élevée, plus la
concentration en ADP est grande, ce qui la aussi est cohérent. En revanche, le pourcentage de
conversion d’ATP en ADP est tres faible (entre 0,5 et 1,3%), ce qui traduit une trés faible activité
de la protéine.

Dans un deuxiéme temps, nous avons donc essayé d’augmenter la quantité d’enzyme, en gardant
la concentration en peptide a 250 pg/mlL, en augmentant la concentration en ATP a 20 uM, et en
incubant pendant 2 heures (Figure 47).
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On peut voir que la concentration en ADP double lorsqu’on double la quantité d’enzyme. Cette
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Figure 47 : Influence de la quantité d'enzyme
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fois-ci, le taux de conversion de ’ATP en ADP est bien meilleur, entre 42 et 74%.

Forts de ces résultats, nous avons décidé de réaliser un test d’inhibition avec un inhibiteur de
Tyro3 commercial, le BMS-777607, afin d’affiner les conditions. L’inhibiteur a différentes
concentrations est incubé avec Tyro3 a 50 ng/puits, le peptide a 250 pg/mlL, différentes
concentrations d’ATP (10 ou 20 pM) pendant 10 minutes ou 2 heures. Le pourcentage de
conversion de I’ATP est ensuite exprimé en fonction de la concentration en inhibiteur afin de

calculer I'lCs (Figure 48).
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Figure 48 : Inhibition de Tyro3 par BMS-777607, influence de la concentration en ATP et du temps d'incubation
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Les valeurs d’'ICso obtenues varient entre 34 et 96 nM. En effet, plus la concentration en ATP et
plus le temps d’incubation sont grands, plus il y a de compétition entre 'ATP et l'inhibiteur, et
donc plus I'lCso augmente.

Les conditions optimales de fonctionnement de la protéine semblent donc étre avec 50 ng/puits
d’enzyme, 20 uM d’ATP, 250 pg/mL de peptide et 2 heures d’incubation, car le taux de
conversion de I'ATP en ADP est de 90%. Toutefois, pour des raisons d’économies, nous avons
souhaité diminuer les quantités de protéine utilisées. Pour savoir quelle était la quantité
minimale d’enzyme permettant de garder un taux de conversion et un rapport signal/bruit
correct, nous avons fait un nouveau test d’inhibition de Tyro3 avec le BMS-777607, en
diminuant la concentration en protéine, avec une concentration en ATP de 10 uM (Figure 49).
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Figure 49 : Inhibition de Tyro3 par BMS-777607, influence de la quantité de protéine

Lorsqu’on diminue la quantité d’enzyme a 5 ng/puits, le taux de conversion de 'ATP en ADP
chute a 5%. Toutefois, le rapport signal/bruit reste tres bon (S/B = 16), avec un bruit de fond
trés faible. Nous avons donc choisi de mesurer l'activité de nos composés en utilisant ces
conditions.

ii. Axl et Mer

Les conditions d’utilisation du kit avec les protéines Mer et Axl ont été optimisées de la méme
facon que pour Tyro3. Toutefois, les deux protéines sont apparues beaucoup moins actives. Les
quantités d’enzyme et d’ATP ont donc été augmentées afin d’avoir une luminescence et un
rapport signal/bruit convenable. Pour Axl, nous avons choisi de travailler avec 50 ng/puits
d’enzyme, 50 pM d’ATP, 250 pg/mL de peptide poly Glu-Ala-Tyr 1:1:1 avec 2 heures
d’incubation.

Avec Mer, les conditions choisies sont 25 ng/puits d’enzyme, 20 uM d’ATP, 250 pg/mL de
peptide et 2 heures d’incubation.
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Ce travail d’optimisation doit étre réalisé pour chaque nouveau lot d’enzyme, afin de vérifier
I'activité de la protéine et trouver les conditions pour avoir un taux de conversion d’ATP
similaire entre les différents lots.

c. Mesure de I'activité des inhibiteurs potentiels synthétisés

Les molécules synthétisées comme inhibiteurs potentiels inclues dans le test sont les suivantes
(Figure 50) :

e Le composé 17 issu de la modélisation et son analogue partiellement déprotégé 30

e La molécule 39 analogue de l'inhibiteur 40 précédemment synthétisé au laboratoire,
avec la pyridone réduite. Ce composé a été obtenu lors de 'exploration de la voie de
synthése des inhibiteurs photo-clivables (cf. Chapitre II)

e Lachaine pyridone 41

e Lalibrairie de sulfonamides
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Figure 50 : Molécules testées comme inhibiteurs potentiels de la famille TAM
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i. Molécules issues de la modélisation

Les ICso des molécules issues de la modélisation, ainsi que I'analogue du composé 40 avec la
pyridone réduite sont présentées dans le tableau ci-dessous (Tableau 2). La molécule 17 sans la
chaine pyridone ne montre aucune activité quelle que soit la protéine. La molécule 30 n’a été
testée que sur Tyro3, pour laquelle son ICso est de 81 pM. Le composé 39 montre des activités
légérement supérieures a son analogue 40, montrant que la réduction de la pyridone n’a que peu
d’effet sur les interactions entre le composé et le site actif des enzymes. La chaine latérale a
motif pyridone 41 a également été testée sur Tyro3, mais ne montre aucune activité.

Tableau 2 : ICso des molécules issues de la modélisation

Composé Tyro3 Axl Mer
BMS-777607 21 nM 31 nM 329 nM
17 >100 M >100puM > 100 uM
30 81 uM n.t. n.t.
39 6,8 UM 10 uM 5,0 uM
40 1,5 uM 2,0 uM 3,1 uM
41 > 100 puM n.t n.t

n.t.: non testée

Les résultats sur les composés 17 et 41 montrent d'une part que la chaine a motif pyridone est
indispensable a I'activité, mais que sa présence seule n’est pas suffisante, le cceur hétérocyclique
devant servir d’ancrage a la molécule pour qu’elle soit active.

ji. Sulfonamides

L’intégralité des sulfonamides a été testée sur Tyro3, mais malheureusement aucun composé n’a
montré d’activité inhibitrice. Pour des raisons économiques, seules les molécules 36a, 37a et
38a ont été testées sur Axl et Mer. La encore, aucune des trois n’a montré d’activité.

La perte d’activité observée peut étre liée au raccourcissement de la longueur de la chaine
latérale. En effet, nous avons remplacé I'amide-pyridone en sulfonamide, ce qui réduit la
longueur de chaine de 3 atomes (Figure 51). Le fluorophényle n’est donc peut-étre plus en
mesure d’établir une interaction avec le site actif de la protéine.

X H
H (0]
F Nm F. N.g “
j©/ o O ©\ o \GRB
(@) F — 2 o Z
" " \(ﬁN
N N 1
SR | —R
ﬁ R N N

N

Iz

Figure 51 : Remplacement de I'amide-pyridone par un sulfonamide
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Conclusions et perspectives

Depuis le début du projet en 2011, plusieurs librairies d’inhibiteurs de la famille TAM ont été
synthétisées a partir de la structure du BMS-777607, un inhibiteur de c-Met.55051 Dans la
continuité de ces résultats, j'ai poursuivi les travaux sur le noyau imidazo[4,5-b]pyridine en
étudiant par modélisation moléculaire les substitutions du noyau hétérocyclique par des

groupements donneurs de liaisons hydrogenes (Figure 52).

Le composé 17 sans chaine latérale ainsi identifié a été synthétisé en 6 étapes a partir de la 2,6-
dichloro-3-nitropyridine, avec un rendement global de 5 %. Malheureusement, ce composé n’a
montré aucune activité sur les protéines de la famille TAM, nous indiquant le caractere
indispensable de la chaine latérale a motif pyridone pour l'activité.

Une librairie de 13 molécules ou la partie aryl-pyridone a été substituée par un aryl-sulfonamide
a également été synthétisée. Aucun de ces composés n’a montré d’activité sur la famille TAM.
Toutefois, la longueur de la chaine latérale a été réduite de 3 atomes, ce qui peut expliquer la
perte d’activité. Il serait intéressant de synthétiser un composé ou la fonction amide est
remplacée par un sulfonamide tout en gardant la méme longueur de chaine, a titre de
comparaison.
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Figure 52 : Résumé et perspectives du projet d'inhibiteurs de la famille TAM

Deux autres séries de composés ont été identifiées par modélisation moléculaire (Figure 52) :

e Des molécules portant en position 5 de I'imidazopyridine une fonction amine primaire, et
en position 2 une chaine avec a son extrémité un groupement donneur de liaison
hydrogene.

e Des molécules portant en position 2 une chaine avec une amine secondaire ou un
sulfonamide terminée par une amine primaire, et un hydrogéne en position 5.

Pour la suite du projet, il serait intéressant de synthétiser les autres composés issus de la
modélisation, afin de voir si I'introduction en position 2 d'une chaine avec un donneur de liaison
hydrogene et en position 5 d'une amine primaire améliore I'activité sur la famille TAM.
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Dans le méme temps, il serait intéressant de réaliser un criblage virtuel de la chimiothéque de
I'Institut Curie et de la chimiothéque nationale afin de découvrir de nouvelles structures
originales, et les optimiser pour gagner en efficacité et sélectivité.

Une autre alternative serait de rechercher non pas des inhibiteurs compétitifs de 'ATP, mais de
développer des molécules bloquant linteraction entre les domaines extracellulaires
immunoglobulines et le ligand Gas-6. L’inhibition de cette interaction protéine-protéine unique a
la famille TAM permettrait d’avoir une trés grande sélectivité envers cette famille. Un criblage
virtuel de la chimiothéque nationale est actuellement réalisé au laboratoire par le Dr. Liliane
Mouawad et Kilolo Bunzeki sur la structure cristalline du complexe Axl/Gas-6.
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Chapitre Il : Inhibiteurs photo-
controlables de la famille TAM
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l. Introduction

1. Photopharmacologie

La recherche thérapeutique s’attache de plus en plus a limiter les effets secondaires des
traitements administrés aux patients. En oncologie particulierement, I'’heure est aux
chimiothérapies ciblées, c’est-a-dire I'administration de molécules visant spécifiquement des
récepteurs propres aux cellules tumorales. Une autre stratégie permettant de limiter les effets
secondaires est de contrdler la libération des agents thérapeutiques uniquement a I'endroit
qu’on désire traiter grace a des stimuli externes. Le principe de la photopharmacologie est ainsi
de controler I'activité d’'une molécule thérapeutique grace a la lumiére.55-58 Deux grandes classes
de molécules photo-controlables existent : les molécules portant un groupement photo-clivable,
et les photo-commutateurs.

a. Molécules photo-clivables

Le principe des molécules photo-clivables est d’accrocher a une molécule bioactive, sur une
position essentielle a l'interaction avec le récepteur, un groupement qui peut étre clivé par
I'action de la lumiere (Figure 53).5559 Lorsque le groupement est présent, I'interaction entre la
molécule et son récepteur est bloquée et la molécule est inactive. Quand le groupement photo-
labile (GPL) est clivé par irradiation lumineuse, I'activité de la molécule est restaurée. Cette
activation est irréversible.

&

Récepteur .

Moléculeinactive Molécule active

Figure 53 : Principe des molécules photo-clivables

L’utilisation des groupements photo-labiles sur des composés biologiquement actifs a été décrite
pour la premiere fois a la fin des années 1970. En 1977, Engels et Schlaeger décrivent la
synthése d’'un phosphate de I'adénosine (cAMP) photo-contrélable.6® I’année suivante, Hoffman
synthétise de 'ATP protégé par un groupement photo-labile, et I'utilise pour étudier la pompe a
sodium-potassium.6! Ce dernier utilise le terme « cagé » pour désigner un composé bioactif qui a
été inactivé par un groupement photo-labile (appelé aussi « cage »). Ce terme préte toutefois a
confusion, faisant penser que le composé est littéralement situé dans une cage qui est ensuite
ouverte par la lumiére. Dans la suite de ce manuscrit, nous utiliserons plutét le terme de
« molécule photo-clivable ».

La stratégie des groupements photo-clivables a largement été appliquée dans le domaine
biologique, avec toutes sortes d’objets portant des groupement photo-labiles: des molécules
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thérapeutiques, des acides aminés, des protéines, des nucléosides, des neurotransmetteurs,

etc.5?

Par exemple, 'équipe de Gautier en 2011 a montré qu'’il était possible de réguler I'activité de la
protéine kinase MEK1 en protégeant un résidu lysine du site actif par un groupement photo-
labile (Figure 54).62 Ces modifications ont pour but d’étudier par la suite les cinétiques et les
cascades de régulation contrélées par MEK1.
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Figure 54 : Régulation de MEK1 par la stratégie des groupements photo-labiles

Les groupements photo-labiles doivent idéalement correspondre au cahier des charges
suivantss59 :

Facile a introduire sur la molécule bioactive

Grande solubilité et stabilité dans les milieux biologiques

Coefficient d’extinction molaire £ et rendement quantique de clivage @ élevés pour un
photo-clivage efficace

Réaction de photo-clivage rapide

Utilisation de lumiére a des longueurs d’ondes compatibles avec le milieu biologique
Sous-produit de clivage non toxique

Le groupement photo-labile qui répond a tous ces critéres n’existe pas. Le nombre de
groupements photo-clivables est aujourd’hui pléthorique¢3, et nous allons nous focaliser sur les
deux familles les plus représentées : les dérivés d’o-nitrobenzyle, et les coumarin-4-méthyles.

Les dérivés d’o-nitrobenzyle font partie des premiers groupements photo-labiles décrits dans les
années 1970.63 L’addition d’'un groupement électroattracteur en position para (par rapport au
groupement partant) et d'un groupement électrodonneur en position meta permet de décaler le
maximum d’absorption vers le rouge (Figure 55).64
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Figure 55 : Exemples de groupements photo-labiles dérivés d'o-nitrobenzyle et leur longueur d’onde de clivage
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Le mécanisme de clivage est le suivant (Schéma 5): l'irradiation permet le passage a un
intermédiaire de type aci-nitro. Celui-ci se cyclise en un 1,3-dihydrobenzen|c]isoxazol-1-ol. La
réouverture du cycle en nitrosobenzyle puis I'hydrolyse de 'hémiacétal permet la libération du
composé bioactif.é3
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Schéma 5 : Mécanisme de clivage des o-nitrobenzyles

Les dérivés de coumarine font également partie des groupements photo-labiles les plus décrits
dans la littérature.63 Comme pour les o-nitrobenzyles, la substitution du noyau coumarine
modifie les propriétés photophysiques du groupement photo-labile.6* L’ajout de groupements
électrodonneurs en position 7 de la coumarine permet un décalage de I'absorbance vers le rouge
(Figure 56). Une conjugaison étendue en position 3 avec des groupements benzothiazoles
attachés par un lien vinylique permet également d’augmenter le maximum d’absorbance.65 La
méthylation du benzothiazole permet d’augmenter la solubilité des composés dans I'eau, qui est
souvent un facteur limitant l'utilisation de ce type de groupements photo-labiles.66
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Figure 56 : Exemples de groupements photo-labiles dérivés de coumarine et leur longueur d'onde de clivage

Le mécanisme de clivage proposé consiste en la transition dans un état excité singulet, puis la
rupture hétérolytique de la liaison C-X (Schéma 6). Le cation coumarinylméthyle peut ensuite
réagir avec un nucléophile ou le solvant pour générer une coumarine stable.é3
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Schéma 6 : Mécanisme de clivage des coumarines
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I faut toutefois noter que la photolyse de la liaison C-X est possible avec des groupements
partants de type phosphates, sulfonates et acides carboxyliques, avec des pK, faibles. Les alcools,
amines, phénols et thiols résistent souvent au photoclivage. Dans ce cas, une liaison de type
carbonate est souvent utilisée afin d’améliorer les cinétiques de clivage.3 La coupure
hétérolytique de la liaison C-O puis la décarboxylation permettent la libération du composé
bioactif (Schéma 7).
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Schéma 7 : Mécanisme de clivage des coumarines carbonates

Afin de contourner les problemes liés a I'irradiation par une lumiere UV, une stratégie de photo-
clivage a deux photons est également envisageable en utilisant une lumiére d’'une longueur
d’onde environ deux fois supérieure (Figure 57).5567
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Figure 57 : Absorption a deux photons

L’emploi de rayons infrarouges permet également une meilleure pénétration dans les tissus et
une résolution en 3 dimensions. Toutefois, cette stratégie nécessite l'utilisation de lasers
puissants. De plus, tous les groupements photo-labiles ne sont pas adaptés a un clivage a deux
photons. Pour exprimer l'efficacité d'un photo-clivage a deux photons, on utilise la section
efficace associée au clivage a deux photons §,, résultant du produit de la section efficace
d’absorption a deux photons 8, par le rendement quantique de la réaction photochimique ®,.5567
Certains auteurs considérent qu’'un §, > 0,1 GM est nécessaire pour des applications biologiques,
toutefois des exemples de clivage a deux photons avec un 8, inférieur a cette valeur ont été
publiés.55

Ou= 8, Dy

Les dérivés de nitrobenzyle et les coumarines peuvent étre utilisés pour des photo-clivages a
deux photons. En 2016, Fichte montre qu'un controle de I'’hybridation de brins d’ADN est
possible grace au photo-clivage a deux photons.¢8 Les brins d’ADN sont modifiés par deux bases
portant des groupements photo-labiles différents : le [7-(diethylamino)coumarin-4-yljméthyle
(DEACM) et le p-dialkylaminonitrobiphényle (ANBP). L’hybridation des brins d’ADN est
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impossible en présence des groupements photo-labiles. Sous irradiation a deux photons, un suivi
par fluorescence permet de montrer le rappariement des brins d’ADN dans des cellules
neuronales d’hippocampe.
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Figure 58 : Bases modifiées pour photo-clivage a deux photons

b. Photo-commutateurs

Les photo-commutateurs, ou photoswitches, sont une classe de composés dont la structure
change sous l'effet de la lumiére. Les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques
des molécules bioactives dépendant fortement de leur structure, il est donc possible de réguler
leur action thérapeutique grace a la lumiere (Figure 59). Contrairement aux molécules photo-
clivables, le contréle des photo-commutateurs est réversible dans la majorité des cas.5556
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Figure 59 : Principe des photo-commutateurs

Il existe différents systemes photochromiques utilisables comme photo-commutateurs. Les plus
fréquents sont les azobenzenes et les stilbénes (Schéma 8). Dans le cas des azobenzenes,
I'isomérisation trans vers cis est réalisée dans le spectre UV, vers 350 nm. L'isomérisation
inverse cis vers trans se fait dans le visible ou thermiquement. Toutefois, les azobenzenes sont
sensibles a la réduction en milieu physiologique (notamment par le glutathion), ce qui peut
limiter leur utilisation in vivo.5569 Les stilbénes quant a eux sont isomérisés par les rayons UV
(environ 300 nm pour la transition trans vers cis et 280 nm pour la transition cis vers trans).
L’utilisation de lumiére a ces longueurs d’onde peut limiter les applications biologiques.>s De
plus, I'isomérisation n’est pas toujours totale, et la durée de I'état photo-stationnaire variable.
Toutefois, la substitution des phényles par des groupements électro-donneurs ou attracteurs
permet de moduler ces parametres.55
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Schéma 8 : Azobenzenes et stilbénes

Les diaryléthénes peuvent également étre utilisés comme photo-commutateurs. La réaction
d’ouverture ou fermeture de cycle photoinduite permet de modifier la flexibilité du composé
(Schéma 9). La photocyclisation est réalisée par irradiation dans 'UV, tandis que l'opération
inverse est faite dans le visible. La faible solubilité en milieu aqueux des diaryléthenes limite
cependant leurs applications biologiques.55.69
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Schéma 9 : Diaryléthénes

Parmi les autres systémes photochromiques utilisés comme photo-commutateur, on peut citer
les spiropyranes, les fulgides/fulgimides et les hémithioindigos (Schéma 10).5569
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Schéma 10 : Autres classes de photo-commutateurs

Les molécules photo-commutables ont ainsi été utilisées dans de nombreuses applications
biologiques.5758 En 2015, Hoppmann présente un composé photo-commutable permettant de
contrbler l'activité de la calmoduline CaM, transporteuse d’ions calcium (Figure 60).70
L’incorporation d'un azobenzéne capable par la suite de réagir avec un résidu cystéine forme un
pont entre deux parties de la protéine. L’'isomérisation de I'azobenzéne permet ensuite de
modifier la conformation de la protéine.
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Figure 60 : Contréle de CaM par la formation d'un pont azo

2. Inhibiteurs de protéines kinases photo-contrdlables

a. Inhibiteurs de kinases photo-clivables

Parmi tous les exemples de molécules bioactives appliquant le principe des groupements photo-
labiles, les inhibiteurs de protéine kinase sont encore sous-représentés. Pourtant, comme nous
I'avons vu dans le chapitre précédent, le manque de sélectivité des inhibiteurs de Kkinase
constitue linconvénient majeur de cette solution thérapeutique. L’utilisation de la
photopharmacologie dans le domaine des kinases permettrait de controler spatialement et
temporellement la distribution de la molécule active et ainsi de limiter les effets secondaires
pour le patient.”!

Le premier exemple d’inhibiteur de kinase portant un groupement photo-labile est rapporté par
I'équipe de Lawrence en 1998 (Figure 61).72 La protéine kinase cAMP-dépendante (PKA) est
inhibée par un peptide appelé PKI avec une constante d’'inhibition K; de 420 nM. Lorsque le
résidu arginine responsable de l'activité inhibitrice du peptide est protégé par le groupement 6-
nitroveratryloxycarbonyl (NVOC), I'activité du peptide est presque 50 fois inférieure, avec un K;
de 20 pM.
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Figure 61 : Premier inhibiteur photo-clivable de PKA

En 2012, Morckel décrit un inhibiteur de la protéine kinase Rho portant le groupement photo-
labile 6-nitropiperonyloxyméthyle (NPOM) (Figure 62).73 Bien qu’aucune ICso ou K; ne soit
mesuré, l'activité de la molécule semble dépendre de la lumiere. En effet sans irradiation, le
composé 44 ne montre aucune inhibition sur Rho, tandis que lorsqu’il est irradié, 'activité
catalytique de la kinase est inhibée a 91 %. La régulation de l'activité de Rho par le composé 44
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sous irradiation a ensuite été testée sur des embryons de poisson-zebre, montrant qu’'un
contrdéle de la morphologie intestinale est possible via irradiation.
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Figure 62 : Inhibiteur photo-clivable de la protéine kinase Rho

En 2015, Bliman développe une version cagée d’'un inhibiteur de la protéine kinase RET,
responsable du développement du systéme nerveux (Figure 63).74+ En protégeant l'amine
primaire de I'inhibiteur 47 par le groupement NVOC, I'lCso in vitro passe de 72 nM a 6,8 uM.
Lorsque que le composé 46 est irradié, 'activité est partiellement restaurée (ICso = 590 nM).
Cette restauration partielle de I'activité est due a la photo-déprotection incomplete du composé
46 au bout de 15 minutes, durée d’irradiation choisie pour limiter I'impact des UV sur le systéme
biologique.

- .
{ {2
s .f”
NH %’ NH, % MeO. o
N‘J“\‘h \\ 365 nm h"L‘* “ﬁ \ﬂ T O
L /J:;"\ I ,,J:N-N * Ho\n’”‘o’ ~# N0
N N
0]
— 47
46 /} ] /} ]
ICsq sans irradiation = 6,8 M IC50 =72 nM

ICsy avec irradiation = 590 nM

Figure 63 : Inhibiteur photo-clivable de RET

En 2015, I'équipe de Peifer publie les versions cagées de deux inhibiteurs de kinase autorisés
par la FDA: I'imatinib7> (Gleevec) et le vemurafenib?6 (Zelboraf). Dans le cas de I'imatinib, sa
protection par un groupement 4,5-diméthoxy-2-nitrobenzyle (DMNB) engendre une perte
d’activité tres importante (ICso = 5,8 uM contre 59 nM pour I'imatinib) (Figure 64). La photo-
déprotection est totale en 12 minutes en solution a 1 mM dans le DMSO et permet une
restauration compléte de 'activité de 'inhibiteur (ICso apres irradiation = 89 nM). En revanche
lorsque le (7-méthoxycoumarin-4-yl)méthyle (7-MCM) est utilisé comme groupement photo-
labile, la photo-déprotection est tres lente (10 % de clivage en 12 minutes).
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Figure 64 : Imatinib portant le groupement photo-labile DMNB

Dans le cas du vemurafenib, la déprotection du DMNB est presque totale en moins d’'une minute
(solutions a 10 uM dans le tampon PBS + 10% de DMSO). L’activité du composé 49 est 44 fois
inférieure a celle de l'inhibiteur non protégé (K¢« = 440 nM pour 49, Kq = 10,2 nM pour le
vemurafenib) (Figure 65). La restauration de l'activité de l'inhibiteur cagé a également été
montrée en milieu cellulaire.
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Figure 65 : Vemurafenib photo-clivable

L’année suivante, la méme équipe publie un inhibiteur de la kinase VEGFR-2 portant également
le groupement photo-labile DMNB (Figure 66).77 Des tests de prolifération sur des cellules PC3
VEGFR-2-dépendantes montrent I'inactivation du composé 51 lorsqu’il est protégé par le DMNB,
et la restauration de l'activité lorsque 50 est irradié.
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Figure 66 : Inhibiteur de VEGFR-2 photo-clivable

En 2019, I'équipe de Sormus présente un inhibiteur de la kinase cAMP-dépendante PKA portant
comme groupement photo-labile le nitrodibenzofurane (NDBF) (Figure 67).78 Celui-ci induit une
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perte d’activité totale (Kp > 15 uM pour le composé 52, Kp = 0,18 nM pour l'inhibiteur 53).
Lorsqu’il est clivé par irradiation, I'activité est restaurée (Kp = 0,76 nM).
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Figure 67 : Inhibiteur de PKA portant le groupement photo-labile nitrodibenzofuranne

c. Inhibiteurs de kinases photo-commutables

Depuis le milieu des années 2010, quelques inhibiteurs de kinases appliquant le principe des
photo-commutateurs ont vu le jour. En 2015, Ferreira publie le premier inhibiteur de RET
photo-commutable (Figure 68).79 Il apparait que l'isomere E est 4 fois plus actif que I'isomére Z.
La photo-isomérisation E — Z est réalisée a 365 nm, tandis que la réaction inverse peut se faire
en lumiére visible (503 nm) ou thermiquement. Plusieurs cycles de photo-isomérisation ont été
réalisés sans voir de signe d’essoufflement.

NH, N=N NH, N=N
(L e O
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E-54 )\ Z-54 )\

ICso = 150 nM ICso = 580 M

Figure 68 : Inhibiteur de RET photo-commutable

En 2017, Wilson décrit un inhibiteur de la protéine kinase C (PKC) activable par photocyclisation
(Figure 69).80 L’isomere fermé C-55 ne montre aucune activité sur la kinase. L'ouverture du
cycle est réalisée dans le visible, permettant 'obtention de l'isomére ouvert 0-55, toujours
inactif sur PKC, en moins de 10 secondes. La libre rotation permet d’obtenir le composé i-55, qui
montre une activité inhibitrice de PKC avec un ICso = 580 nM. La photocyclisation 0-55 — C-55
n’est en revanche pas possible dans les solvants polaires tels que I'eau ou le DMSO.
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Figure 69 : Inhibiteur de PKC via ouverture de cycle photo-induite

En 2015, Tsai présente une approche ou I'inhibiteur de kinase est accroché a la protéine par un
lien photo-commutable (Figure 70).81 L’attache entre l'inhibiteur et la protéine se fait par
réaction bio-orthogonale entre un acide aminé modifié (composé 57) et une tétrazine située a
I'autre bout du lien photo-commutable. L’activité de la kinase MEK1 est ainsi contrélée par des
cycles d’isomérisation du lien photo-commutable.
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Figure 70 : Inhibiteur de MEK1 avec lien photo-commutable

En 2018, I'équipe de Peifer publie la photo-isomérisation d’'un inhibiteur de VEGFR-2 approuvé
par la FDA, 'axitinib (Figure 71).82 Celui-ci présente une double liaison propice a I'application du
principe des photo-commutateurs. L'isomérisation Z — E est réalisée par irradiation a 385 nm.
En revanche, I'irradiation de I'isomere E a 365 nm ne conduit pas a I'isomérisation inverse mais
a la photo-cyclisation [2+2] irréversible du composé. De plus, la manipulation des composés a la
lumiere rouge est indispensable pour voir une différence d’activité entre les isomeres (ICsor) =
19 nM, ICsoz) = 817 nM). En effet a la lumiére naturelle, 'isomérisation a lieu trop rapidement
pour mesurer une différence d’activité entre les isomeéres.
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Figure 71 : Photoisomérisation de l'inhibiteur de VEGFR-2 Axitinib

En 2019, Hoorens présente un analogue photo-commutable du vemurafenib, inhibiteur de la
kinase BRAFV600E (Figure 72).83 L'isomere trans de I'azobenzéne est 11 fois moins actif que
I'isomeére cis (ICsotrans) = 1,68 UM, ICsoisy = 156 nM). Plusieurs cycles d’isomérisation et ré-
isomérisation ont été réalisés sans observer d’essoufflement.
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Figure 72 : Inhibiteur photo-commutable de BRAFV600E

3. Objectif du projet de these

Comme nous I'avons vu plus haut, 'un des inconvénients majeurs des inhibiteurs de kinase est le
manque de sélectivité, menant a des effets secondaires pour le patient. L’utilisation de la
photopharmacologie permettrait de limiter ces effets secondaires en contrélant la libération de
la molécule active. La seconde partie de mon projet de these consiste a appliquer le concept de la
photopharmacologie aux inhibiteurs de la famille TAM synthétisés au laboratoire.5 Pour cela,
nous souhaitons installer un groupement photo-labile sur I'azote N3 de I'imidazo[4,5-b]pyridine,
azote donneur de liaison hydrogéne souvent impliqué dans les interactions avec la région
charniere du site actif de la protéine (cf. chapitre I) (Schéma 11).
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Schéma 11 : Application du concept de molécules photo-clivables aux inhibiteurs de TAM

Nous avons choisi comme groupements labiles le diméthoxynitrobenzyle (DMNB) et le (7-
méthoxycoumarin-4-yl)méthyle (7-MCM), qui font partie des groupements les plus décrits dans
la littérature.63 Ils seront installés sur les trois inhibiteurs de la famille imidazo[4,5-b]pyridine
qui ont montré les meilleures activités sur au moins une des protéines de la famille TAM (Figure
73).5
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(DMNB) (7-MCM)

Figure 73 : Inhibiteurs photo-contrélables cibles

64



lI.  Synthese d’inhibiteurs photo-contrélables

Nous avons voulu reprendre la voie de synthese mise au point au laboratoire, en remplacant le
groupement protecteur p-méthoxybenzyle par le groupement photo-labile (Schéma 12).

B~ NH2  CH(OCHy);  Bra N, 1.m-CPBA, ACOH, 25°C,3]  Br._k_ N Br N
& HClI DN 2. POCI; 80°C, pW, 10 min | S . LD
N >NH, NN P ca” NN
o ta, 16h,91% 6 57 % NOH 7525
65a : 65b

NHBoc DMF, ta., 16 h

cl i ojg/ K2CO3 \ﬁI N>

Br. N Br. Br. N j\/\/[ N\
X X X P

| > \ \> + \fj: > DMSO \

- —

NN NT N N~ N 100°C, 18h
65a 69 68 55 %
24 % 18 %

NO,

0% 43 %

Schéma 12 : Voie de synthése initiale

Le cycle imidazo[4,5-b]pyridine est tout d’abord formé par condensation entre la 2,3-diamino-5-
bromopyridine 63 commerciale et l'orthoformiate de méthyle, avec un rendement de 91 %.
L’'imidazopyridine 64 est ensuite activée sous forme de N-oxyde pour permettre sa chloration.
On obtient un mélange de régioisomeres 65a et 65b inséparables avec un rendement de 57 %.
Le groupement nitrobenzyle a ensuite été installé a titre de test sur le mélange de 65a et 65b
avec un rendement modeste. En effet, les imidazo[4,5-b]pyridines existent sous trois formes
tautomeéres. La substitution nucléophile mene ainsi a la formation de trois régioisomeres
correspondant a la protection des trois azotes. Au total, c’est donc un mélange de six composés
que l'on obtient en réalisant la protection sur le mélange de 65a et 65b. Le composé 67a est
toutefois majoritaire, et compte tenu de la difficulté de séparation obtenu avec un rendement
trés satisfaisant de 43 %.

Malheureusement, les conditions utilisées pour la substitution nucléophile aromatique
conduisent au clivage du groupement photo-labile. On obtient le produit de départ déprotégé
65a avec un rendement de 24 %, et le produit de substitution nucléophile déprotégé 69 avec un
rendement de 18 %.

Nous avons ensuite essayé de réaliser directement la SyAr sur I'imidazopyridine non protégée
653, sans résultat. Ces résultats nous ont conduits a chercher une nouvelle voie de synthese.

Nous avons décidé de réaliser la substitution nucléophile aromatique avant de former le cycle
imidazopyridine. Pour s’affranchir des problemes de régioisomeéres, nous sommes partis de la 2-
amino-4-chloro-3-nitropyridine 31 commerciale. La substitution nucléophile aromatique avec la
chaine pyridone 41 préalablement préparée permet l'obtention du composé 72 avec un
rendement de 76 % (Schéma 13).
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Schéma 13 : Substitution nucléophile aromatique avec la chaine pyridone
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Malheureusement, le produit de réduction de la fonction nitro n’a pas pu étre isolé (Tableau 3).

Tableau 3 : Réduction de la nitropyridine 72

Entrée Conditions Résultats
1 H,, Pd/C Réduction de la fonction nitro et de la pyridone

EtOH, t.a., 16h
1)
F. N N

N~ NH,
2 Fe, K2CO3, NH40Ac Produit de départ et produit désiré 1 : 12
Toluene/eauy, reflux,
36h
3 Fe, HCI Produit désiré majoritaire=

EtOH, reflux, 16h
a: observé par LC-MS

L’hydrogénation en présence de palladium sur charbon a conduit a la réduction du groupement
nitro mais aussi a la réduction de la pyridone, ce qui avait déja été observé par I'équipe de Zheng
en 201284 (entrée 1). Le suivi par LC-MS de la réduction au fer en milieu basique montre la
formation du produit désiré, mais I'avancement n’était pas total (entrée 2). Enfin, la réduction
avec le fer en milieu acide a montré la formation du produit désiré (entrée 3). Dans les deux cas,
la trés faible solubilité de celui-ci n’a pas permis son isolement.

Le composé 74 avec la pyridone réduite a néanmoins été cyclisé avec I'orthoformiate de méthyle
pour obtenir un analogue de I'inhibiteur 40 (Schéma 13). L’activité du composé 39 a été évaluée
dans le chapitre 1.
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Schéma 14 : Cyclisation du composé 74 avec la pyridone réduite

La substitution nucléophile aromatique sur la 2-amino-4-chloro-3-nitropyridine 31 a donc été
réalisée avec le 4-amino-2-fluorophénol protégé 32, conduisant a la formation du composé 33
avec un rendement de 85% (Schéma 15). Le groupement nitro est réduit par hydrogénation
catalysée par le palladium sur charbon de fagon quantitative. Le cycle imidazo[4,5-b]pyridine est
ensuite formé par condensation avec I'orthoformiate de méthyle avec un rendement de 65%.

Nous avons choisi d'installer le groupement photo-labile a ce stade de la synthése, afin de
protéger 'azote N3 de 'imidazopyridine 35 et éviter toute réaction secondaire lors du couplage
avec la chaine pyridone. Les groupements diméthoxynitrobenzyle et (7-méthoxycoumarin-4-
yl)méthyle sont installés par substitution nucléophile avec des rendements modestes, dus a
'alkylation des trois azotes de I'imidazo[4,5-b]pyridine 35.

Le t-butoxycarbonyle est ensuite clivé en milieu acide pour retrouver I'amine primaire 76. Celle-
ci est engagée avec l'acide 77 pour former le motif amide-pyridone, en utilisant TBTU comme
agent de couplage, permettant 'obtention de l'inhibiteur 40 portant les groupements photo-
labiles DMNB et 7-MCM avec des rendements de 60 a 80 % sur la derniére étape.
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N N N
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Schéma 15 : Voie de synthése des composés 40a et 40b

Pour les composés 61 comportant un groupement isopropyle en position 2 de I'imidazo[4,5-
b]pyridine, la synthése a été reprise a partir du composé 34. La cyclisation pour obtenir
I'imidazopyridine substituée en 2 a dii étre optimisée (Tableau 4).
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Tableau 4 : Optimisation de la cyclisation du composé 34

F. NHBoc jiJ/NHBoc F NH,
(e) : O
o™ JY fI bt fI
P
N

NH,
34
Entrée X Condltlons Composé observé
1 -OH NH4Cl, POCl3 /
100°C, 1
2 -OH NH.4CI, POCl3
ta, 1] WH\
3 -OH HCI Prodult de départ
t.a., 16 h puis 60°C, 16 h
4 -OH DBU, T3P /
uW, 180°C, 10 min
5 -OH NH4C, POCls SN
t.a,, 5 h puis DMF, 110°C, 3 j @NH
81
28 %
6 -Cl DMF, 60°C, 2 j puis 100°C, 1 j F NH,
T
AN
NTNHD
80
7 -H EtOH, reflux, 3 j R NIRIEEE
B
x—N
H
55 %
8 -OH Acide polyphosphorique, 150°C, 4 h F NH;
(@)
N” N
H
55%

Nous avons tout d’abord essayé des conditions précédemment mises au point au laboratoire
avec POCl; et NH4Cl a 100°C (entrée 1). Toutefois, ces conditions n’ont pas permis d’observer le
produit attendu 78, ni le produit de premiere addition de 'amine sur I'acide 80. En reprenant
ces conditions a température ambiante, on observe en LC-MS la formation du produit d’addition
80 (entrée 2). Sans surprise, on observe également le clivage du groupement t-butoxycarbonyle.
De simples conditions acides comme utilisées pour la cyclisation avec l'orthoformiate de
méthyle ne conduisent a aucune réaction (entrée 3). Les conditions de Jose8> avec le DBU et
I'anhydride propylphosphonique (T3P) sous irradiation micro-ondes voient la consommation du
réactif de départ, mais pas la formation du produit désiré ou d'un intermédiaire (entrée 4). Nous
avons ensuite repris les conditions de I'entrée 2 en chauffant ensuite a 60°C dans le DMF pour
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améliorer I'homogénéité du mélange réactionnel afin de favoriser la cyclisation (entrée 5). Celle-
ci a bien lieu, mais on assiste également a la substitution nucléophile de la diméthylamine (issue
de la dégradation du DMF) en position 6 de 'imidazopyridine. On obtient ainsi le composé 81
avec un rendement de 28 %. Nous avons également tenté la cyclisation avec le chlorure d’acide
isobutyrique (entrée 6). Le suivi par LC-MS montre la formation du produit de premiére addition
80. De facon satisfaisante, deux jeux de conditions permettent la formation du cycle imidazo[4,5-
b]pyridine substitué en 2 par I'isopropyle. La réaction avec l'isobutyraldéhyde dans I’éthanol a
reflux conduit au produit désiré avec un bon rendement de 55 % (entrée 7). Enfin la cyclisation
avec l'acide isobutyrique dans I'acide polyphosphorique8é méne a la formation du produit désiré
déprotégé avec un rendement similaire a 'entrée précédente (entrée 8).

A partir du composé 79, la chaine pyridone est directement introduite en utilisant TBTU comme
agent de couplage, avec un rendement de 84%. Les deux groupements photo-labiles sont
introduits en derniére étape, avec des rendements modestes de 30 et 20% respectivement
(Schéma 16).

0" A KW%L w oY
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>—< | N>—<
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84%

61a:30 %
61b : 20 %

Schéma 16 : Fin de la synthése du composé 61

La synthese des composés 62 comportant un atome de brome en position 6 de I'imidazo[4,5-
b]pyridine commence par la bromation de la 2-amino-4-chloro-3-nitropyridine par le N-
bromosuccinimide (Schéma 17). La substitution nucléophile aromatique avec I'aminophénol
protégé donne le composé 83 avec un rendement de 60%.
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La réduction du groupement nitro par hydrogénation n’était pas envisageable, du fait de la
présence de I'atome de brome. Plusieurs conditions de réduction par des métaux ont été testées
(Tableau 5). La réduction par le fer en milieu acide a mené majoritairement au produit réduit et
déprotégé 85 (entrée 1), tout comme la réduction avec le chlorure d’étain avec des rendements
de 40 a 46 % (entrée 2). La réduction au fer en milieu basique a conduit au produit désiré avec
un rendement modeste, mais non reproductible (entrée 3). En reprenant les premiéres
conditions avec le fer et l'acide chlorhydrique, en diminuant la température et le temps de
réactions, on obtient finalement majoritairement le produit réduit non déprotégé (entrée 4).
Malheureusement, ces résultats restent peu reproductibles. La réduction par le zinc en milieu
acide méne exclusivement au produit réduit protégé 84 avec un rendement modeste de 36 %, dii
principalement a des difficultés de purification (entrée 5).

Tableau 5 : Optimisation de la réduction du composé 83

Fj©/ NHBoc

o]

F NHBoc Fj©/NH2
O

(o]

Bra A NO; Bra_ A NH2 Bre_ A NH:
| — | + |

N NH, N NH, N NH,
83 84 85
Entrée Conditions Rendement en 84 Rendement en 85

1 Fe, HCl 21 % 40 %
EtOH, 90°C, 1

2 SnCly, 2 H2,0 0% 46 %

EtOH, 90°C,10 h
3 Fe, NH4OAc, K2CO3 0-34 % 0%
Eau/Toluene, 90°C, 1 j
4 Fe, HCI 14-52 % 0-30 %
EtOH, 50°C, 30 min
5 Zn, AcOH 36 % 0%
EtOH, t.a.
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La conservation du groupement protecteur est essentielle pour I'étape suivante de cyclisation
avec l'orthoformiate de méthyle. Nous avons donc choisi d’utiliser les conditions de réduction au
zinc. Le brut réactionnel est engagé dans la condensation avec I'orthoformiate de méthyle pour
éviter les problémes de purification. A la fin de la cyclisation, de I'acide chlorhydrique concentré
est ajouté pour cliver le groupement protecteur t-butoxycarbonyle. Le rendement sur ces trois
étapes sans purification intermédiaire est ainsi de 40 %.

L’installation de la chaine pyridone est réalisée avec un trés bon rendement de 82 %. Les
groupements photo-labiles sont introduits en derniére étape avec des rendements corrects de
62 et 45 %.

La voie de synthése pour les inhibiteurs photo-contrélables peut se résumer par le schéma ci-
dessous (Schéma 18). Ce nouveau chemin synthétique pour les inhibiteurs est plus court et
convergent que la précédente voie mise au point au laboratoire.5 Les groupements photo-labiles
sont introduits en derniére étape, ce qui permettra d’en tester facilement et rapidement un
grand nombre.
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Schéma 18 : Voie de synthése générale pour les inhibiteurs photo-contrélables.

a) N-bromosuccinimide, acétonitrile, 80°C, 1 h, 95 % ; b) 12, t-BuOK, DMF, 70°C, 16 h, 60-85 % ; c) X = H : Hz, Pd/C, MeOH,
rt, 16 h, 100 % ; X = Br : Zn, AcOH, EtOH, 20 min, rt, Ar; d) R = H : trimethylorthoformiate, HCI, rt, 16 h, 65 % ; R = iPr :
isobutyric acid, PPA, 150°C, 4 h, 55 % ; e) 18, TBTU, DIPEA, DMF, rt, 16 h, 84 % ; f) PPG-Br, NaH, DMF, 0°C to rt, 16 h, 20-
40 %.

Au final, deux groupements photo-labiles, le diméthoxynitrobenzyle et le (7-méthoxycoumarin-
4-yl)méthyle ont été installés sur trois inhibiteurs de la famille TAM, ce qui porte a six le nombre
d’inhibiteurs photo-contrélables potentiels (Figure 74).
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Figure 74 : Inhibiteurs de la famille TAM (a gauche) et leurs pendants photo-contrélables (au milieu et a droite)

lll.  Evaluation des propriétés de photo-clivage

1. Cinétique de photoclivage
a. Systeme Asahi Spectra Max -303

Dans un premier temps, les spectres d’absorbance dans I'acétonitrile de tous les composés ont
été réalisés afin de déterminer leur maximum d’absorption et donc la longueur d’onde
d’irradiation a utiliser. Il apparait que toutes les molécules protégées par le
diméthoxynitrobenzyle absorbent autour de 340 nm. Les composés protégés par la
méthoxycoumarine absorbent quant a eux autour de 325 nm (Figure 75).
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Figure 75 : Absorbance de 40a (a gauche) et de 40b (a droite)

Les premiers essais d’irradiations ont été réalisés avec une lampe d’une longueur d’onde de 365
nm située au-dessus du vial contenant la solution du composé a 1 mM dans I'acétonitrile (Figure

Figure 76 : Montage d'irradiation

Des prélévements sont réalisés a intervalles réguliers et analysés par LC-MS. L’aire des pics des
composés cagés et décagés est mesurée. Pour le composé 40a, on peut voir que le photo-clivage
est presque complet au bout de 8 heures d’'irradiation (Figure 77).
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Figure 77 : Cinétique de photo-déprotection de 40a

D’autres essais ont été réalisés a une longueur d’onde de 312 nm, mais la cinétique de clivage est
beaucoup plus lente (30% de produit clivé apres 8 h), ce qui semble cohérent puisque la
molécule absorbe peu a cette longueur d’onde.

Des essais de clivage ont été réalisés sur la molécule 40b protégée par la méthoxycoumarine, a
365 nm et 312 nm. Cette fois-ci, aucun produit de clivage n’a été observé par LC-MS. De plus,
nous avons fait face a des problemes de solubilité des composés dans I'acétonitrile. Pour la suite
des irradiations, nous avons donc utilisé des solutions dans le DMSO.

b. Systéme Rayonet RPR-200

Pour améliorer la cinétique de photoclivage, nous avons décidé d’utiliser une lampe plus
puissante. Le Dr. Thomas Boddaert, de I'équipe Chimie Peptidomimétique, Photochimie et
Procédés Alternatifs de I'ICMMO, nous a permis d’utiliser le systeme Rayonet RPR-200 qui
consiste en un cylindre comportant 16 lampes d’une longueur d’onde de 350 nm. La distance
entre I'échantillon et les lampes peut étre ajustée en utilisant un carrousel comportant plusieurs
positions, ou une tige centrale équipée de pinces (Figure 78).

Figure 78 : Systéme Rayonet RPR-200
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Il apparait de facon logique que plus I’échantillon est proche des lampes, plus la vitesse de
clivage est rapide (Figure 79). On atteint ainsi un clivage complet de la molécule 40a (en
solution dans le DMSO a 1 mM) en un peu moins de 40 minutes d’irradiation dans le systéme
tenu avec les pinces. Il en est de méme pour les autres composés protégés par le
diméthoxynitrobenzyle.
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Figure 79 : Vitesses de clivage de 40a selon la distance aux lampes

En revanche, aucun des composés protégés par la méthoxycoumarine n’a pu étre déprotégé dans
les mémes conditions.

Il est apparu par la suite qu'une concentration de 1 mM était trop importante pour obtenir un
photoclivage efficace. En effet a forte concentration, 'absorbance du composé est trop élevée et
empéche la diffusion homogéne de la lumiere, ce qui peut ralentir le clivage du groupement
photo-labile. Nous avons donc réalisé les expériences de clivage a une concentration ou
I'absorbance est d’environ 0,4, c’est-a-dire environ 10 uM a la fois pour les inhibiteurs portant le
DMNB et ceux portant le 7-MCM (Figure 80). Le clivage du groupement photo-labile est alors
plus beaucoup rapide, avec la restauration compléte de l'inhibiteur 40a en 2 minutes. En

revanche dans les mémes conditions, le composé 40b portant le 7-MCM n’a pas pu étre clivé.
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Loi de Beer-Lambert du composé 40a
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Figure 80 : Cinétique de clivage de 40a a 10 uM dans le DMSO, 350 nm

Les spectres d’absorbance des inhibiteurs non cagés ont également été réalisés, afin de voir si les
molécules absorbent a la longueur d’onde utilisées pour le clivage (Figure 81). On constate que
le maximum d’absorbance est atteint a 350 nm, c’est-a-dire exactement la longueur d’onde
utilisée pour le clivage. Ceci peut diminuer 'efficacité du clivage.
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Figure 81 : Spectre d'absorbance de 40

2. Photostabilité des composés

Il était important de vérifier que les molécules actives sont stables et ne se dégradent pas sous
I'effet des rayons UV. Pour cela, nous avons irradié nos inhibiteurs dans les mémes conditions
(solutions a 1mM dans le DMSO, 350 nm), et analysé les solutions par LC-MS apres une heure.
Les chromatogrammes ne montrent aucune formation de produit secondaire (Figure 82).
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Figure 82 : Photostabillité de 40 (DMSO, 1 mM)

De méme, nous avons vérifié que les molécules portant les groupements photo-labiles étaient
stables a la lumiére ambiante. Le chromatogramme ci-dessous montre que le composé 40a en
solution a 10 puM dans le DMSO ne se clive pas apres 2 heures d’exposition a la lumiere du jour
(Figure 83). Le composé est également stable en solution dans le tampon utilisé pour réaliser les
tests enzymatiques.
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Figure 83 : Stabilité de 40a a la lumiére naturelle (DMSO, 10 uM)
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IV. Evaluation biologique des composés photo-activables

1. Activité inhibitrice des composés portant le groupement photo-labile

La premiere étape était de mesurer I'activité des molécules portant les groupements photo-
labiles. Pour cela, nous avons repris le test de dosage de 'ADP par luminescence utilisé au
chapitre 1. En théorie, la protection de l'azote N3 de l'imidazo[4,5-b]pyridine empéche
I'interaction entre le composé et le site actif de la protéine, ce qui conduit a une perte d’activité.
Pour chaque molécule testée, le pourcentage d’activité a été calculé de la maniére suivante :

L, luminescence
% d'activité =

- S ; - T 11 X
luminescence a la plus petite concentration d'inhibiteur
Les expériences ont été dupliquées pour Tyro3, mais pas pour Axl et Mer.

On peut d’abord remarquer que les composés non cagés ont une activité inhibitrice bien plus
faible que le BMS-777607 (Tableau 6).

Tableau 6 : ICso des molécules photo-activables

Composé Tyro3 Axl Mer

BMS-777607 82 nM 31 nM 329 nM
40 1,5 uM 2,0 uM 3,1 uM
40a 3,6 uM 6 uM 3,0 uM
40b >100 M 18 uM 19 uM
61 17 uM 16 uM 2,9 uM
61a > 100 pM 19 uM 7,4 uM
61b >100 M 20 uM > 100 pM
62 >100 uM 16 uM >100 uM
62a > 100 uM > 100 pM > 100 uM
62b > 100 uM 20 uM > 100 uM

Pour Tyro3, lorsque le composé 40 est protégé par le DMNB, la perte d’activité est peu
significative. En revanche, lorsqu’il porte la coumarine, la perte d’activité est totale. Pour le
composé 61, la protection de I'azote N3 induit une perte d’activité totale, quel que soit le
groupement photoactivable utilisé. La molécule bromée 62 est totalement inactive.

Sur Axl, la protection du composé 62 par le DMNB conduit a une perte totale d’activité. Sur les
autres composés, la perte d’activité entre inhibiteur cagé et non cagé est peu significative.

Les résultats sur Mer montrent que la protection du composé 61 par la coumarine engendre une
perte totale d’activité, tandis que sur les autres composés, la différence d’activité est peu
significative. La molécule 62 est totalement inactive.

Il est cependant difficile de comparer I'activité d'un méme composé sur les différentes protéines,
car les expériences n'ont pas été réalisées dans les mémes conditions de concentration en
protéine et en ATP.
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2. Restauration de I'activité inhibitrice sous irradiation

Dans un dernier temps, nous avons voulu évaluer le caractere photo-activable de nos molécules
en vérifiant si 'activité des composés portant le groupement photo-labile était restaurée aprés
irradiation. Pour cela, nous avons réalisé le test de dosage de '’ADP par bioluminescence sous
irradiation. L’expérience a uniquement été réalisée sur Tyro3, les autres protéines n’étant pas
assez actives.

Tout d’abord, nous avons vérifié que la protéine supportait I'exposition prolongée aux rayons
UV. L’enzyme est incubée avec I'ATP et le peptide pendant 1 heure sous irradiation a 350 nm. La
lampe est ensuite retirée et I'incubation poursuivie pendant 1 heure. L'expérience est également
réalisée en présence de l'inhibiteur commercial BMS-777607, afin de voir si I'activité de la
molécule est impactée par I'exposition aux rayons UV. Lorsque 'enzyme est incubée avec ses
substrats naturels, I’ATP et le peptide, le taux de conversion d’ATP en ADP est de I'ordre de 5 %,
ce qui correspond a ce qui était obtenu sans irradiation. Cependant, I'intensité de luminescence
est suffisante pour avoir un bon rapport signal sur bruit (S/B = 4). En revanche l'inhibition de
BMS-777607 est impactée, I'lICso passant de 82 nM a 353 nM sous irradiation. L’irradiation
prolongée de la protéine en présence d’un inhibiteur semble donc modifier la toxicité de celui-ci.

L’expérience de restauration de 'activité des molécules photo-controlables a été réalisées avec
les molécules 40a et 61a. Leurs inhibiteurs correspondants (40 et 61 respectivement) ont été
inclus a titre de comparaison (Tableau 7).

Tableau 7 : Restauration de l'activité avec 1 heure d’irradiation

Composé ICso sans irradiation ICso avec irradiation

40 1,5 uM 1,3 uM
40a 3,6 UM 1,6 uM
61 17 uM 50 uM
61a >100 pM 52 uM

On remarque que sous irradiation l'activité du composé 40 et de son homologue portant le
DMNB 40a est sensiblement la méme (1,3 pM et 1,6 pM respectivement). Toutefois sans
irradiation I'lCso du composé 40a est du méme ordre de grandeur que celle de 40.

De la méme fagon, on peut voir que sous irradiation, I'activité de la molécule 61 et de son
homologue cagé 61a est presque identique (50 pM et 52 pM respectivement). Sans irradiation,
ces composés montraient une activité de 17 uM et supérieure a 100 pM respectivement.

L’activité des composés photoactivable a donc bien été restaurée sous l'effet de la lumiére. En
revanche, 'utilisation prolongée des rayons UV doit certainement endommager la protéine, et
diminue l'efficacité de 'inhibiteur commercial BMS-777607 et de la molécule 61. Toutefois, on
peut noter que l'activité du composé 40 n’est pas impactée par l'irradiation. Il nous est difficile
d’avancer une explication a ce stade.

Afin de limiter 'impact des rayons UV sur la protéine, I'expérience a été réitérée en diminuant le
temps d’irradiation a 10 minutes (Tableau 8).
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Tableau 8 : Restauration de l'activité avec 10 minutes d'irradiation

Composé ICso sans irradiation ICso avec irradiation

40 0,7 UM 0,6 UM
40a 3,8 uM 0,9 uM
61 1,8 uM 0,8 uM
61a >100 uM 6 uM

On peut voir que sous l'effet de la lumiére, 'activité du composé 40a passe de 3,8 uM a 0,9 uM,
ce qui se rapproche sensiblement de I'activité de I'inhibiteur 40 (0,7 et 0,6 uM sans et avec
irradiation respectivement).

Le composé 61a, qui ne présentait pas d’activité sans irradiation, montre une ICso de 6 pM sous
I'effet de la lumiére. Cette valeur se rapproche de l'activité de l'inhibiteur 61. Cette fois-ci,
I'exposition aux UV ne semble pas avoir d'impact sur I'activité de la molécule 61, dont I'lCso avec
ou sans irradiation est sensiblement la méme.

On peut remarquer que les ICso mesurées sont inférieures a celles présentées précédemment.
Les expériences ont été réalisées avec plusieurs mois d’écart, avec des lots de protéines
différents, dans des conditions différentes, ce qui peut expliquer ces écarts.

V. Modélisation moléculaire

Nous avons voulu essayer de comprendre pourquoi la présence d’'un groupement photo-labile
sur l'inhibiteur engendre la perte d’activité biologique dans certains cas mais pas dans d’autres.
Pour cela, nous avons réalisé des expériences d’amarrage moléculaire des molécules cagées et
non cagées dans les sites actifs des trois protéines de la famille TAM. Nous avons repris les
mémes structures cristallines et les mémes parametres utilisés pour le criblage du chapitre I. Le
BMS-777607 a également été inclus a titre de référence. Pour chaque composé, jusqu’a 5 poses
ont été demandées (Figure 84).
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Figure 84 : Molécules inclues dans les expériences d'amarrage moléculaire
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Les poses obtenues sont trés diverses, mais les images ci-dessous sont représentatives des
interprétations que l'on peut en faire. Pour le composé 40a, les activités obtenues
expérimentalement sur Tyro3 et Axl étaient de 3,6 et 6 uM respectivement. L’amarrage dans
Tyro3 (Figure 85, A) montre que le groupement DMNB entre profondément dans la cavité, en
établissant une liaison hydrogéne avec le résidu Met596 de la région charniére. La chaine
latérale établit quant a elle 3 liaisons hydrogene et une interaction cation-m (entre le cycle
aromatique terminal et le résidu Lys536). Ces interactions stabilisantes peuvent justifier la
bonne ICso observée malgré la suppression de la liaison hydrogéne entre l'azote N3 de
I'imidazopyridine et la Met596. En revanche, la pose dans Axl semble moins convaincante
(Figure 85, B). Le composé se place avec une partie de la chaine latérale et de I'imidazopyridine
dans la cavité, en établissant des liaisons ioniques avec le résidu Lys567. Cette pose qui montre
une molécule peu enfoncée dans le site actif, avec un résidu engagé dans trois interactions
simultanées, laisse envisager une faible activité. Ce résultat est en contradiction avec la bonne
activité mesurée de 6 uM.
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Figure 85 : (A) : Amarrage de 40a dans Tyro3, vue en 3D (a gauche), vue en 2D (a droite) ; (B) : Amarrage de 40a dans
Axl, vue en 3D (a gauche), vue en 2D (a droite)

On peut également étudier les poses du composé 40b dans Tyro3 et Axl. La molécule est
expérimentalement inactive sur Tyro3, et montre une ICso de 18 uM sur Axl. ’amarrage dans
Tyro3 montre que la molécule ne s’installe pas profondément dans la cavité de la protéine
(Figure 86, A). Une seule interaction entre la chaine latérale et le résidu Arg512 stabilise cette
pose. Tout ceci peut expliquer la perte totale d’activité de cette molécule. Dans Axl, la coumarine
entre dans la cavité en établissant une liaison hydrogéne, laissant une grande partie de la
molécule a 'extérieur du site actif sans établir d’autres interactions (Figure 86, B). Cette pose
suggere que la molécule n’est pas active, ce qui est en contradiction avec I'lCso mesurée de 18
uM.
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Figure 86 : (A) : Amarrage de 40b dans Tyro3, vue en 3D (a gauche), vue en 2D (a droite) ; (B) : Amarrage de 40b dans
Axl, vue en 3D (a gauche), vue en 2D (a droite)

La comparaison des poses des composés avec leurs activités mesurées in vitro est résumée dans
le tableau ci-dessous (Tableau 9). On peut ainsi voir que les résultats de modélisation sur Tyro3
sont en accord avec les résultats biologiques. En revanche pour Axl, les poses observées en
modélisation n’expliquent pas les activités obtenues expérimentalement. Enfin pour Mer, les
résultats sont plus disparates, certaines poses confirmant les résultats biologiques, d’autres non.
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Tableau 9 : Corrélations entre les résultats des tests biologiques et la modélisation

Résultats de la modélisation en accord avec les tests

Molécule enzymatiques ?
Tyro3 Axl Mer
40 v x v
40a v x x
40b 4 x v
61 v x v
61a v x x
61b v x v
62 v x x
62a v v v
62b v x v

I faut cependant garder a I'esprit que si la modélisation moléculaire permet de visualiser les
interactions entre une molécule et son récepteur, les calculs s’appuient sur des approximations,
et certains phénomeénes ne sont pas pris en compte.

En effet, les expériences d’amarrage sont réalisées sur une structure cristalline rigide. Les
protéines sont des structures dynamiques et peuvent bouger pour accueillir un inhibiteur dans
la cavité. Les interactions avec le solvant ne sont pas non plus modélisées, alors qu’elles jouent
un réle important pour une fixation durable de la molécule dans le site actif. Ces interactions
sont trop compliquées a modéliser dans le cadre d’un criblage simple tel que nous avons réalisé.
Pour avoir des réponses plus completes a nos interrogations, il faudrait générer plus de poses
pour chaque composé et faire des expériences de dynamique moléculaire afin de voir quelle
pose est la plus susceptible de rester longtemps dans la cavité.

Enfin, il faut aussi prendre en compte le fait que nous avons travaillé sur les conformations
actives des protéines (DFG-in). Il ne faut pas exclure que nos composés soient des inhibiteurs de
type 11, actifs sur la conformation DFG-out de la protéine. Il s’agit en effet d’analogues du BMS-
777607, dont le co-cristal avec la protéine c-Met montre une inhibition de type II (Figure 87). On
voit que dans ce cas, la pyridone et le fluorophényle se placent dans la poche allostérique
ouverte en conformation inactive.
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Figure 87 : Structure cristalline de BMS-777607 dans c-Met (code PDB : 3F82)

Lorsque le BMS-777607 est docké dans les protéines de la famille TAM (en conformation DFG-
in), celui-ci adopte une pose dans laquelle la molécule n’entre pas profondément dans la cavité
et n’établit qu'une seule interaction avec celle-ci (Figure 88). Cette pose peut corroborer le fait
que BMS-777607 serait également un inhibiteur de type II sur la famille TAM.

Toutefois, les tests biologiques, réalisés sur des protéines phosphorylées, donc en conformation
active DFG-in, indiquent une trés bonne ICso de 82 nM. Il nous est donc difficile de conclure si
nos inhibiteurs sont de type I ou de type II.

Figure 88 : Pose de BMS-777607 dans Tyro3

Dans tous les cas, cette étude nous aura appris que les deux groupements photo-labiles peuvent
se placer dans le site actif et établir des interactions avec celui-ci. L'utilisation de groupements
plus imposants, tels que le nitrodibenzofurane (NDBF)87 (Figure 89) permettraient peut étre
d’induire un clash stérique plus important et donc une perte d’activité systématique.
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Figure 89 : Groupement photo-labile nitrodibenzofurane

VI. Deuxieme génération d’inhibiteurs photo-contrdlables

1. Synthese des nouveaux inhibiteurs photo-contrélables

Dans la premiére série d’inhibiteurs photo-contrélables, nous avons vu qu’il n’était pas possible
de cliver le groupement (7-méthoxycoumarin-4-yl)méthyle. Nous avons donc voulu remplacer le
lien benzylique entre la coumarine et l'imidazo[4,5-b]pyridine par un lien carbamate afin
d’améliorer la cinétique de clivage.

Dans un premier temps, une série de tests sur une imidazo[4,5-b]pyridine moins substituée a été
réalisée. L’alcool benzylique a été utilisé comme mime de coumarine. L’imidazopyridine 86 est
tout d’abord mise a réagir avec le chloroformate de p-nitrobenzyle en milieu basique.88 L’alcool
benzylique est ensuite ajouté pour déplacer le nitrophénol (Schéma 19). Cette stratégie n’a
malheureusement pas fonctionné, l'imidazo[4,5-b]pyridine de départ étant retrouvée
majoritairement.
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Schéma 19 : Essai de formation de carbamate d'imidazopyridine

Dans un second temps, nous avons donc choisi de synthétiser d’abord le carbonate d’alcool
benzylique et de nitrophénol 90, et de faire ensuite réagir celui-ci avec l'imidazopyridine
(Schéma 20). On obtient ainsi le carbamate désiré avec un rendement de 34 % sur 2 étapes.
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Schéma 20 : Formation du carbamate d'imidazopyridine via la préformation du carbonate

Encouragés par ces résultats, nous avons donc synthétisé le carbonate de coumarine et de
nitrophénol. Nous avons repris la synthése de la 7-diéthylamino-7-hydroxyméthylcoumarine 94
décrite par Klausen¢s, puis fait réagir celle-ci avec le chloroformate de p-nitrobenzyle pour
obtenir le carbonate 95 avec un rendement de 77%. Ce dernier est ensuite mis a réagir avec les
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inhibiteurs imidazo[4,5-b]pyridine en milieu basique (Schéma 21). Le composé 40c est obtenu
avec un rendement de 34 %. En série isopropyle, aucune trace du produit désiré n’a été
observée, probablement a cause de l'encombrement stérique généré par l'isopropyle. La
molécule 62c est obtenue avec un faible rendement de 7 %. Il est important de noter que ces
composés sont tres sensibles aux nucléophiles et notamment a I’eau, peu stables a la lumiére et
se dégradent sur la silice.
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Schéma 21 : Synthése des inhibiteurs photo-contrélables carbamates de coumarine

2. Cinétiques de photo-clivage

Dans un premier temps, les spectres d’absorption dans le DMSO ont été réalisés pour les
composés 40c et 62c. Ces derniers montrent un maximum d’absorption a 360 nm. Les lois de
Beer-Lambert ont montré que I'absorbance est de 0,4 pour des concentrations d’environ 10 pM.
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Figure 90 : Spectre d'absorption de 40c a 10 uM dans le DMSO (a gauche) et loi de Beer-Lambert (a droite)

Les composés, en solution a 10 pM dans le DMSO, ont ensuite été irradiés a 350 nm avec le
systéme Rayonet RPR-200. Les échantillons pris a intervalles réguliers ont ensuite été analysés
par LC-MS (Figure 91). On peut voir que le clivage est total au bout de 2 minutes.
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Figure 91 : Cinétique de clivage de 40c, 10 uM, DMSO, 350 nm
Toutefois, la faible stabilité du composé a la lumiére naturelle rend difficile sa manipulation. En

effet, si le composé 40c en solution a 10 pM dans le DMSO est laissé a la lumiere pendant 2
heures, on constate que 60 % de 40c s’est clivé pour donner 40 (Figure 92).
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Figure 92 : Stabilité de 40c dans le DMSO a la lumiére naturelle

En revanche, si la solution est laissée dans le noir, il n'y a pas de clivage du groupement
photolabile, méme au bout de 3 heures (Figure 93).
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Figure 93 : Stabilité de 40c dans le DMSO dans le noir

Les mémes expériences ont été réalisées avec des solutions a 10 uM dans le tampon utilisé pour
les tests biochimiques. Lorsque la solution est exposée a la lumiere naturelle, environ 50 % du
composé 40c est clivé au bout de 2h30 (Figure 94).
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Figure 94 : Stabilité de 40c dans le tampon a la lumiére naturelle
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En laissant la solution dans le noir, celle-ci n’évolue quasiment pas (on passe de 9 a 13 % de
produit clivé en 2h30) (Figure 95).
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Figure 95 : Stabilité de 40c dans le tampon dans le noir

Le manque de stabilité a la lumiere du composé 40c (et par extension du composé 62c) laisse
présager des difficultés de manipulation lors de I’évaluation biologique. En effet, lors de la
préparation des gammes de concentration des molécules 40c et 62c, on peut penser qu'une
partie des molécules seront clivées avant méme d’avoir commencé les périodes d’incubation
avec la protéine. L’activité biologique alors mesurée ne refletera donc peut-étre pas l'activité
réelle de I'inhibiteur portant le groupement photo-labile coumarine carbamate.

3. Evaluation biologique

L’activité des inhibiteurs portant les groupements photo-labiles coumarine carbamate a été
uniquement évaluée sur Tyro3. En effet pour des considérations de temps, nous avons choisi de
ne pas inclure Mer pour laquelle seul I'inhibiteur 61 portant I'isopropyle en position 2 montrait
une perte d’activité dans sa version cagée. L’activité sur Axl n'a pas pu étre évaluée, les lots
d’enzyme commandés étant trop peu actifs.

Les conditions optimisées pour I'évaluation sur Tyro3 sont les suivantes : 25 ng/puits d’enzyme,
10 uM d’ATP, 250 pg/mL de peptide et 2 heures d’incubation. La quantité de protéine a été
largement augmentée par rapport aux précédents tests, ce lot de Tyro3 étant beaucoup moins
actif que le précédent.



Malheureusement comme nous le craignions, les résultats obtenus pour le composé 40c n’ont
pas été reproductibles (Figure 96). Lors du premier test, la courbe dose-réponse est cohérente et
donne une ICso de 58 nM. Lorsque 'expérience a été reproduite, on observe que le composé est
trés toxique, méme a de tres faibles concentrations. En effet, a la plus petite concentration en
composé testée (0,06 nM), I'activité de la protéine est toujours inférieure a 50% (par rapport a

'activité de la protéine sans molécule).
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Figure 96 : Mesure de l'activité de 40c

Nous avons cherché a savoir si la coumarine 94 relachée lors du photo-clivage était elle-méme
active sur Tyro3 en l'incluant dans les tests biologiques (Schéma 22), mais nous avons constaté

que ce n’est pas le cas.
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Schéma 22 : Photo-clivage du composé 94




Enfin, le composé 62 ne montrait pas d’activité sur Tyro3. Son analogue portant la coumarine
carbamate n’est lui non plus pas actif sur la protéine.

VII. Conclusions et perspectives

L’objectif de ce second projet était de synthétiser des inhibiteurs de la famille TAM dont I'activité
peut étre contrélée par la lumiere. Nous avons choisi d’appliquer le concept des molécules
photo-clivables, en installant un groupement photo-labile sur une série d’inhibiteurs déja
synthétisés au laboratoireS, sur une position indispensable a I'activité des molécules, I'azote N3.
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Schéma 23 : Principe des inhibiteurs photo-contrélables

Dans un premier temps, nous avons installé les groupements DMNB et 7-MCM. Les composés
protégés par le DMNB en solution a 10 uM dans le DMSO ont pu étre photo-clivés totalement en
moins de 10 minutes a 350 nm. En revanche, ceux portant le groupement 7-MCM n’ont pas pu
étre photo-déprotégés. Nous avons donc modifié la nature du lien entre l'inhibiteur et la
coumarine, passant d’un lien benzylique a un lien carbamate. Ces composés ont montré une
vitesse de clivage comparable a ceux portant le DMNB. Toutefois, ils se sont avérés instables a la
lumiére du jour, notamment en milieu aqueux, ce qui rend leur manipulation pour les tests
biologiques difficile.

Au final, 4 molécules sur les 8 synthétisées ont montré une perte d’activité sur au moins une des
trois protéines de la famille TAM (Tableau 10). Seules les molécules portant le groupement
photo-labile DMNB ont pu étre photo-déprotégés, les 7-MCM ne se clivant pas dans nos
conditions expérimentales. La modification du lien benzylique entre la coumarine et I'inhibiteur
par un lien carbamate n’est pas concluante, la molécule devenant trop sensible a la lumiére et
impossible a manipuler, notamment pour I'évaluation biologique. La restauration de I'activité
inhibitrice a pu étre réalisée pour le composé 61a. Pour le composé 62a, I'expérience n’a pas pu
étre réalisée, car la protéine Axl était trop peu active.
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Tableau 10 : Récapitulatif des inhibiteurs photo-contrélables synthétisés

N Br AN N N
KNIN:H 61a ‘N/ N\> 62a ‘N/ N\> o fNj:"P_< 61b
Perte v v v v
d’activité
Photo- v v x x
clivage
Restauration v n.t.
de l'activité
sous
irradiation

Les expériences de modélisation moléculaire n’ont pas permis de comprendre entiérement
pourquoi la présence d'un groupement sur l'azote N3 de l'imidazopyridine induit une perte
d’activité dans certains cas mais pas dans d’autre. Nous avons toutefois pu constater que le
DMNB ou la 7-MCM étaient capables d’entrer dans le site actif des protéines de la famille TAM et
d’établir des interactions avec celui-ci, ce qui peut expliquer la faible différence d’activité entre
les inhibiteurs et leurs analogues portant les groupements photo-labiles. L’installation de
groupements plus volumineux du type nitrodibenzofurane permettrait peut-étre d’induire un
clash stérique plus important et donc une perte d’activité systématique.

L’'une des limitations de ce projet est la faible activité des inhibiteurs de type imidazopyridine
(de 'ordre du uM). De plus, ces molécules ne sont actives qu’in vitro, et pas in cellulo. La
différence d’activité entre I'inhibiteur et son pendant photo-clivable est donc moins importante
que pour des inhibiteurs dont I'activité serait de I'ordre du nM. De plus, il serait intéressant de
voir si le concept d'inhibiteurs photo-contrélables de la famille TAM est applicable en milieu
cellulaire.

Pour cela, on pourrait installer des groupements photo-labiles sur deux inhibiteurs de TAM plus
actifs que nos imidazopyridines : le BMS-77760749 et 'UNC202547 (Figure 97). Les structures
cristallines nous indiquent que les azotes indiqués en orange sont d'importants donneurs de
liaison hydrogéne indispensables a I'activité de la molécule. La version N-méthylée d’'UNC2025
montre des ICso 280 a 650 fois supérieures sur la famille TAM. L'installation d’'un groupement
photo-labile sur cet azote est donc susceptible d’'induire une perte d’activité tres significative de
facon systématique. De plus, UNC2025 est également actif in cellulo (ce qui n’est en revanche pas
le cas de BMS-777607). L'installation de groupements clivables a deux photons est également
envisagée, ce qui nous permettrait de travailler a des longueurs d’ondes plus appropriées aux
milieux biologiques.
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Chapitre Il : Exploitation de la réactivité
inhabituelle du DABCO(SO,), :
sulfénylation directe d’imidazopyridines
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l. Introduction

1. Sulfonylation d’hétérocycles

Le lien carbone-soufre est trés répandu dans les molécules naturelles et synthétiques et joue un
réle important dans les processus biochimiques des organismes. De ce fait, on le retrouve
fréquemment dans les composés a visée pharmaceutique. Plus particulierement, le motif sulfone
est utilisé dans les milieux pharmaceutiques et agro-alimentaires (Figure 98).89
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Figure 98 : Molécules possédant une fonction sulfone

En synthése organique, les sulfones sont des intermédiaires polyvalents pouvant par exemple
jouer le role de groupement partant, de groupement électroattracteur dans des accepteurs de
Michael ou stabiliser des carbanions®, ce qui leur a valu le surnom de «caméléons
chimiques ».91 L’oléfination de Julia ou la réaction de van Leusen permettent respectivement la
synthése d’alcénes et d’oxazoles a partir de sulfones (Schéma 24).
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Schéma 24 : Réactions de Julia et de van Leusen

Les méthodes classiques de synthése de sulfones consistent en 'oxydation de thioéthers, la
sulfonylation aromatique de type Friedel-Crafts, 'alkylation ou l'arylation de sulfinates ou
I'addition radicalaire entre des halogénures de sulfonyles et des composés insaturés (Schéma
25).90 Ces méthodes souffrent de nombreux inconvénients, comme des conditions dures, la faible
disponibilité des réactifs soufrés et la génération de déchets toxiques.
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Schéma 25 : Méthodes classiques de synthése de sulfones

Plus récemment, de nombreuses conditions de couplages métallo-catalysés ont vu le jour. Ces
méthodes offrent souvent des conditions plus douces que celles exposées ci-dessus, et
permettent donc une plus grande tolérance fonctionnelle. La plupart proposent un couplage
entre un sulfinate ou un chlorure de sulfonyle et un partenaire pré-fonctionnalisé (Schéma 26).90
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Schéma 26 : Synthése de sulfones par couplage métallo-catalysé

Dans un souci d’économie d’atomes et d’étapes, la fonctionnalisation directe de liaisons C-H a été
explorée mais reste encore limitée. La plupart des exemples de la littérature utilisent comme
partenaire soufré des sulfinates ou des dérivés d’acide sulfonique (Schéma 27).90.92

" R éOI Cl [P "
H Il SO,R
(0]
97
(0] “ 0. R
“GD 0 (cul “GD
H - - SO,R
R/S‘O 2

GD = groupe directeur

Schéma 27 : Exemples de sulfonylation directe de liaison C-H

Toutefois, I'utilisation de partenaire contenant déja le groupement SO, apparait comme une
limitation importante, ces composés étant peu disponibles commercialement et parfois
fastidieux a synthétiser. Des approches de couplage a trois composantes ont donc émergé afin
d’insérer directement le dioxyde de soufre, mais les exemples de fonctionnalisation C-H avec
insertion directe de SO, restent encore rares (Schéma 28).9093 Afin d’éviter la manipulation
directe du dioxyde de soufre, gaz toxique et corrosif, des précurseurs de SO, comme le
métabisulfite de sodium ou de potassium, ou encore le DABCO.(SO3)2, un adduit de DABCO et de
dioxyde de soufre, peuvent étre utilisés.
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Schéma 28 : Exemple de couplage sulfonylant a trois composantes

Concernant les hétérocycles, peu de méthodologies de sulfonylation par fonctionnalisation de
liaison C-H sont a ce jour décrites dans la littérature.9293 Des conditions de sulfonylation d’indole
utilisant des sulfinates ont été proposées par Yang en 2016.95 Deux jeux de conditions
permettent le couplage sélectivement sur le carbone C-3 ou le carbone C-2 (Schéma 29, a).
L’équipe de Liu décrit I'année suivante des conditions de couplage a trois composantes avec
insertion de SO; dans la liaison C-H entre deux partenaires non soufrés, un 1-(pyridin-2-
yl)indole et un sel de diazonium. Le DABCO.(S0z): joue le role de précurseur de dioxyde de
soufre.% Le groupement protecteur joue le role de groupement directeur pour une sélectivité
sur le carbone C-2 (Schéma 29, b).
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Schéma 29 : Sulfonylation d'indoles

En 2018, I'équipe de Guo propose une méthode de sulfonylation d’'imidazo[1,2-a]pyridines a
partir d’aryles sulfinates (Schéma 30, a).” La méme année, 'équipe de Yang propose des
conditions de couplage a trois composantes entre ce méme hétérocycle, un dérivé iodé et le
DABCO.(S02): catalysé par le cuivre (Schéma 30, b).98
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Schéma 30 : Conditions de sulfonylation d'imidazo[1,2-a]pyridines
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Forts de notre expérience concernant la fonctionnalisation C-H d’imidazo[4,5-b]pyridiness?,
nous avons voulu développer des conditions de sulfonylation directe de cet hétérocycle (Schéma
31). Pour développer cette réaction, nous voulions réaliser un couplage a trois composantes
entre I'hétérocycle, un partenaire de couplage de type iodoaryle ou acide boronique, et un
précurseur de SO, qui nous permettrait d’éviter la manipulation directe de ce gaz toxique.

N N
‘ _ N\> + R-X + —_— = (I’\?— -R
N N

1011 H

Schéma 31 : Sulfonylation d'imidazo[4,5-b]pyridines

Nous avons commencé par appliquer les conditions de Yang présentées plus haut (Schéma 30, b)
a nos imidazo[4,5-b]pyridines, malheureusement sans succeés, le produit de départ étant
totalement récupéré. De plus, lorsque nous avons tenté de reproduire les expériences de Yang
avec les mémes substrats que celui-ci, aucune trace du produit désiré n’a été observée, le produit
de départ étant la aussi récupéré entierement (Schéma 32).

N I Cu,0 N
| L >+ . ©/ + DABCO(SO.), — % = S— @
NN DMF, 130 °C N
102 n
103a 104

a0 Ph
Ph Cu0 X N\/g;
+ DABCO.(S0,), —— %=
\ DMF, 130 °C
105a 103b o

106a

Schéma 32 : Application des conditions de Yang

Intrigués par ces résultats, nous avons repris des conditions d’arylation directe d’imidazo[1,2-
a]pyridines décrites par Cao, auxquelles nous avons rajouté le DABCO.(S0O2), comme source de

S02.9 A notre grande surprise, nous n’avons pas isolé le produit de sulfonylation 106b, mais
celui de sulfénylation 108a (Schéma 33).

Cul =N
| 1,10-phenanthroline Cf/ O
t-BuOK N

=N
\ N\/)—Q ' 107
DMF, 140 °C, 24 h Q

105a 89%
103a

Cul
1,10-phenanthroline
t BuOK

)

Ny

=N I

105a 103a

DMF 140°C, 24 h 108a
106b 45%

Schéma 33 : Essai de sulfonylation d'imidazo[1,2-a]pyridines
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Nous avons voulu comparer les spectres RMN des produits de sulfonylation publiés par I'équipe
de Guo et celle de Yang. Nous avons ainsi constaté que pour un méme composé, les spectres des
deux équipes étaient différents. Si I'on compare les spectres de la 2-phényl-3-tosylimidazo[1,2-
a]pyridine 106c, on peut voir dans le spectre décrit par Guo un signal caractéristique vers 9 ppm
correspondant a ’hydrogéne en position 5. Les résultats de Guo sont appuyés par une structure
cristalline par diffraction aux rayons X. Ce signal a 9 ppm est absent dans les composés de Yang
(Figure 99). Le spectre de Yang correspond en revanche exactement a la 2-phényl-3-(p-
tolylthio)imidazo[1,2-a]pyridine 108b, le produit de réaction de sulfénylation que nous avons
obtenu par la suite (Figure 100). Nous pouvons affirmer sans ambiguité que nous avons obtenu
le produit de sulfénylation, nos spectres RMN concordant avec la littérature de sulfénylation.
Nos résultats sont appuyés par des analyses par LC-MS montrant un m/z correspondant a la
masse du produit de sulfénylation. Une analyse par spectroscopie infra-rouge de notre composé
montre 'absence des bandes d’absorption entre 1370-1270 et 1170-1110 cm-! caractéristiques
des sulfones. Ces bandes sont bien présentes dans le composé de Guo que nous avons synthétisé
a titre de comparaison.

Nous avons donc estimé que I'équipe de Yang a mal interprété les données spectroscopiques de
leurs composés, et qu’ils ont obtenu les produits de sulfénylation. Toutefois, nous n’avons jamais
retrouvé de trace de ces composés sulfénylés en reproduisant leurs travaux.

(f\-/\'\ =
Spectre de Guo NG )
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Figure 99 : Comparaison des spectres RMN 1H de Guo et de Yang
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Figure 100 : Spectre RMN H de notre produit de sulfénylation

Les résultats obtenus étaient surprenants au vu de l'utilisation d'une source de SO.. Le
DABCO.(S02)2, aussi appelé DABSO, est un adduit de DABCO et de dioxyde de soufre qui a été
développé et utilisé par 1'équipe de Willis pour des couplages sulfonylants catalysés au

palladium et au cuivre (Schéma 34).100-103
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Schéma 34 : Exemples de couplages sulfonylants utilisant DABCO.(S02):

Ce précurseur de SO2 n’a en revanche jamais été utilisé comme source de soufre dans des
réactions de sulfénylation. Nous avons donc décidé d’exploiter cette réactivité inatendue du
DABCO.(SO2)2 pour développer une nouvelle méthodologie de sulfénylation d’imidazo[1,2-
a]pyridines.

2. Sulfénylation d’imidazo[1,2-a]pyridine

Les imidazo[1,2-a]pyridines sont des isomeéres d’'imidazo[4,5-b]pyridines, néanmoins les
propriétés physico-chimiques de ces deux hétérocycles sont complétement différentes.! Les
imidazo[1,2-a]pyridines sont lisomére le plus représenté dans les applications
pharmaceutiques. On retrouve ce motif dans de nombreux médicaments sur le marché, comme
le Zolpidem ou I'Alpidem, utilisés respectivement pour le traitement de I'insomnie et de 'anxiété

(Figure 101).
=N 2N
o (@]
N~ S~

Figure 101 : Structures du Zolpidem (a gauche) et de I'Alpidem (a droite)

De nombreuses méthodologies de sulfénylation d'imidazo[1,2-a]pyridines ont été publiées dans
la littérature des derniéres années.

a. Sulfénylations d’imidazo[1,2-a]pyridines métallo-catalysées

Plusieurs systemes catalytiques ont été décrits dans la littérature, les partenaires de couplages
ainsi que la source de soufre variant. Ravilo4 et Wul% publient en 2016 et 2017 respectivement
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des conditions de couplage a trois composantes avec des dérivés iodés et du soufre moléculaire
catalysé par I'iodure de cuivre (I). La méthodologie de Wu s’étend aux alkyles (Schéma 35).

Sg Sg
Ar-l R-I
Cul Cul
Na,CO N —\_R? cho3 N
/ . / ~—— R )/ /\Nr /
DMF 130°C '~ DMF 120°C \/
S-r
R = alkyle, aryle
42 exemples, 18-98% 27 exemples, 67-89%
Conditions de Ravi Conditions de Wu

Schéma 35 : Conditions de sulfénylation de Ravi et Wu

L’équipe de Li propose en 2016 une méthode de couplage d’'indoles et d’'imidazo[1,2-a]pyridines
avec des acides boroniques et du soufre moléculaire catalysé par le palladium et le cuivre.106 En
2017, Zhu présente un couplage similaire catalysé par le chlorure de cobalt (II).197 L’année
suivante, un couplage catalysé par I'iodure de cuivre (I) est proposé par Xiao (Schéma 36).108

Pd(OAC),
Cul
Phenanthroline
N Cs,CO4 CoCl,.6H,0 \
wa\r// RZ = Ag2COs /\r\)—RZ + Ar-B(OH), DABCO R1;//\f/ R2

N [Bmim]Cl, 80 °C DMF, 130 °C, air N

SAr SAr
8 exemples, 65-83% cul 16 exemples, 20-94%

ples, ° Phenanthroline ples, i
Conditions de Li DMF, 140 °C, O, Conditions de Zhu

N

2
a VN\% A
SAr
35 exemples, 23-86%

Conditions de Xiao

Schéma 36 : Conditions de sulfénylation métallo-catalysée utilisant des acides boroniques et Sg

D’autres sources de soufre ont également été exploitées, comme les thiols par Zheng1% et Caol10
dans une catalyse au cuivre, des chlorures d’acide sulfonique par Ravilll, ou le thiosulfate de
sodium par Ding (Schéma 37).112
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0, R-X
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N
/ —
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N
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24 exemples, 58-85%

Conditions de Ding

Schéma 37 : Conditions de sulfénylation cupro-catalysée utilisant d'autres sources de soufre

b. Sulfénylations d’imidazo[1,2-a]pyridines non catalysées par des métaux

Plusieurs méthodes de sulfénylation n’utilisant pas de métaux de transition ont également été
développées ces derniéres années, les sources de soufre étant variées.

L’équipe de Braga a développé trois jeux de conditions utilisant des disulfides et le diiode ou une
source d’'iodures, avec des rendements allant jusqu’a 96% (Schéma 38).113-115 L,a réaction avec
un disélénide permet la sélénation en position C-3. Ces conditions sont également applicables a
d’autres hétérocycles comme l'indole, 'indazole ou I'imidazothiazole.

A: (RS),
I
DMSO, 90 °C /YN — R,
B: (RS), R—F
KIO, N\ 7/
R /\FN —Ro Glycérol, 110 °C 5
TN \_/ ~
C:(RS), {
NH, W
DMSO/H,0/AcOH, 110 °C Rs

Schéma 38 : Conditions de Braga

Huang!16 et Guo?? proposent des conditions de sulfénylation a partir d’arylsulfinates, de diiode et
de triphénylphosphine. En 2016, le groupe de Ding présente une méthodologie de sulfénylation
de divers hétérocycles, notamment de flavones, d’'indoles et d’'imidazo[1,2-a]pyridines utilisant
également les arylsulfinates et 'iodure d’ammonium (Schéma 39).
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>
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Schéma 39 : Conditions de sulfénylation utilisant des sulfinates

En 2014, le groupe d’Adimurthy publie une méthode de sulfénylation utilisant des thiols
catalysée par le N-chlorosuccinimide.1l” Plus récemment, Kong utilise également les thiols dans
une catalyse par l'iodure de potassium et un oxydant, I'hydroperoxyde de tert-butyle (Schéma

40).118

A:NCS N — Ry
N — R _/ = e
Y 2 DCM, ta. R /\/
N Yy - Ny
N B : KI, TBHP SAr
H,0, t.a.

A : Conditions d'Adimurthy, 42 exemples, 34-97%
B : Conditions de Kong, 27 exemples, 57-92%

Schéma 40 : Conditions de sulfénylation utilisant des thiols

Il est également possible de réaliser la réaction de sulfénylation sans catalyseur métallique en
utilisant le soufre moléculaire. Zhu propose des conditions de réaction faisant intervenir des
alcools, le diiode et la triphénylphosphine.l0? L’année suivante, Zhang publie une méthode
utilisant des bromures d’alkyles et la N,N,N',N'-tétraméthyléthylénediamine (Schéma 41).119

A:ROH, Sq
Ip, PPhg __ R
AN — Ry DMF, 120 °C R1_/\r/’j X2 )
R1_\/N oy = 5 N \_/ R = alkyles
B:R-Br, Sg SR
TMEDA
ACN, 100 °C

A : Conditions de Zhu, 14 exemples, 45-78%
B : Conditions de Zhang, 30 exemples, 21-86%

Schéma 41 : Conditions de sulfénylation utilisant le soufre moléculaire

Enfin, I'équipe d’Adimuthy propose des conditions de sulfénylation a partir de sulfonothioates
dans l'eau.120 L’année suivante, Chowdhury décrit des conditions similaires a partir de sulfonyl
hydrazides, connus comme précurseurs de sulfonothioates (Schéma 42).121 Ces méthodologies
sont toutefois limitées par le faible nombre de sulfonothioates ou de sulfonyl hydrazides

disponibles commercialement.
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Schéma 42 : Conditions de sulfénylation a partir de sulfonothioates

c. Sulfénylations d’imidazo[1,2-a]pyridine par photocatalyse

Deux méthodes de synthese de 3-sulfénylimidazopyridines par photocatalyse ont été décrites
par Sun?22 en 2017 et par Rahaman!23 I'année suivante. Le premier utilise des acides sulfiniques
en présence d'un oxydant, le second des thiols (Schéma 43).

Ar-SO,H
Eosine B R-SH

N TBHP Rose bengal
R14//\f R2 Lumiére bleue
A P
\/N

/ N
Lumigre bleue R, WRZ
SAr DCE, t.a.

DMSO, ta. SR

33 exemples, 62-89% 28 exemples, 68-95%

Conditions de Sun Conditions de Rahaman

Schéma 43 : Sulfénylation photocatalysée

Les méthodologies de sulfénylation directe d'imidazo[1,2-a]pyridines sont donc nombreuses et
variées, mais la plupart utilisent des dérivés soufrés peu disponibles commercialement et peu
respectueux de I'environnement. Plusieurs exemples de couplage a trois composantes utilisant
le soufre moléculaire sont décrits, mais le DABCO.(S0O2). n’a jamais été utilisé dans des réactions
de sulfénylation. Nous avons donc décidé d’exploiter cette nouvelle réactivité et d’optimiser les
résultats obtenus lors de nos premiers essais.

. Résultats

1. Optimisation des conditions

A partir des premiers résultats obtenus (Schéma 44), les différents parameétres réactionnels
(catalyseur, ligand, température, etc) ont été étudiés afin d’améliorer 'efficacité de la réaction. Il
est rapidement apparu que la pureté du DABCO.(SO.) était indispensable a la reproductibilité

des résultats. En effet, selon le lot et le fournisseur de DABCO.(S0:)2, les rendements peuvent
chuter de moitié.
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DABCO(SO,), (2 eq.)

Cul (10 mol%) =N
N | 1,10-phénanthroline (10 mol%) SN Y/
@_@ t-BuOK (2.5 eq.)
Y " S
SN DMF, 140 °C, 24 h @ 108a
105a
103a

Schéma 44 : Conditions initiales de sulfénylation
2-phénylimidazo[1,2-a]pyridine (0.51 mmol), iodobenzéne (2 eq), DABCO.(S02)z (2 eq), Cul (10 mol%), 1,10-
phénantholine (10 mol%), t-BuOK (2.5 eq), DMF (2 mL)

a. Optimisation du catalyseur

Dans un premier temps, différents sels de cuivre (I) a 10 mol% ont été utilisés (Tableau 11).
L’oxyde de cuivre (I) ainsi que le chlorure de cuivre permettent la réaction avec un rendement
légérement inférieur (58 et 54% respectivement, entrées 2 et 3). Le thiophéne-2-carboxylate de
cuivre, le bromure de cuivre complexé au diméthylsulfite ainsi que (iPr)CuCl (chlorure de cuivre
complexé a un ligand NHC, Figure 102) menent a des rendements autour de 40% (entrées 4 a 6).
Enfin, le bromure de cuivre est le catalyseur le moins performant avec un rendement de 18%
(entrée 7). On peut voir que le catalyseur est indispensable a la réaction (entrée 8). Finalement,
la diminution de la charge catalytique n’engendre pas de perte de rendement, alors que son
augmentation est délétére (entrée 9 et 10). Pour la suite de 'optimisation, nous avons choisi
d’utiliser I'iodure de cuivre a 10 mol% qui meéne aux meilleurs rendements tout en étant le plus
reproductible.

Tableau 11 : Criblage des catalyseurs

Entrée Catalyseur Rendement

1 Cul 68%
2 Cu20 58%
3 CucCl 54%
4 CuTC 41%
5 CuBr.SMe; 40%
6 (iPr)CuCl 47%
7 CuBr 18%
8 / traces
9 Cul 5 mol% 68%
10 Cul 20 mol% 13%
o iPr iPr.
N /\
Q—(@ e @NYN
iPr Cu jpr
Cl

Figure 102 : Structure de CuTC (a gauche) et de (iPr)CuCl (a droite)
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b. Optimisation du ligand

Dans un deuxieme temps, différents ligands ont été utilisés (Tableau 12). Il est important de
noter que sans ligand, la réaction n’a pas lieu (entrée 2). La triphénylphosphine est également
inefficace (entrée 3). En revanche, la bipyridine ainsi que la diméthylcyclohexanediamine
permettent la réaction, avec des rendements toutefois inférieurs a celui obtenu avec la 1,10-
phénanthroline (entrées 4 et 5). Pour la suite de 'optimisation, nous avons donc choisi la 1,10-
phénanthroline.

Tableau 12 : Optimisation du ligand

Entrée Ligand Rendement
1 1,10-phénanthroline 68%
2 / -
3 PPhs -
4 2,2’-bipyridine 58%
5 H 52%
N
on
11 H

c. Optimisation de la base

Nous avons ensuite voulu étudier I'influence de la base (Tableau 13). Il est intéressant de noter
que sans base, des traces de produit de sulfénylation sont observées (entrée 2). Le carbonate de
césium ou de sodium ne permettent pas la réaction (entrées 3 et 4). Lorsque le tert-butylate de
lithium ou 'acétate de potassium sont utilisés, le rendement chute de fagon importante (entrée 5
et 6). Nous avons donc décidé de conserver le tert-butylate de potassium pour la suite de
I'optimisation.

Tableau 13 : Optimisation de la base

Entrée Base Rendement
1 t-BuOK 68%
2 / Traces
3 CSzCO3 =
4 Naz(:03
5
6

t-BuOLi 30%
KOAc 21%
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d. Optimisation du solvant

Par la suite, nous avons choisi de modifier le solvant de la réaction (Tableau 14). Il apparait
clairement que la réaction n’a lieu dans aucun autre solvant que le DMF (entrées 2 a 7). L'ajout
d’eau est délétére, mais n’empéche pas totalement la réaction (entrée 8).

Tableau 14 : Optimisation des solvants

Entrée Solvant Rendement

1 DMF 68%

2 Toluéne -

3 Dioxane -

4 Acétonitrile -
5 NMP -
6
7
8

Dichloroéthane -
DMSO -
DMF + 50 uL. d’eau 35%

e. Optimisation de la température et de la durée de réaction

Nous avons décidé d’étudier 'influence de la température et du temps de chauffage (Tableau
15). En abaissant la température a 110 °C, la réaction n’a plus lieu, tandis que I'augmenter a 160
°C est néfaste (entrées 2 et 3). En écourtant la durée de réaction a 7 heures, aucun produit de
sulfénylation ne s’est formé, alors qu’apres 15 heures la réaction semble terminée (entrées 4 et
5).

Tableau 15 : Optimisation de la température et de la durée de réaction

Entrée Température Durée Rendement

1 140 °C 24 h 68%
2 110 °C 60 h -
3 160 °C 24 h 23%
4 140 °C 7h -
5 140 °C 15h 68%

I faut mentionner que la réaction n’a pas lieu lorsque I'acide phénylboronique est utilisé comme
partenaire de couplage a la place de l'iodobenzene. Lorsque le bromobenzéne est utilisé, le
rendement chute significativement a 13%. Il est notable qu'une montée en échelle avec 1.5 mmol
d’imidazopyridine conduit a 'obtention du produit sulfénylé avec 66% de rendement.

De plus, la différence de rendement lorsque la réaction est réalisée sous air ou sous argon n’est
pas significative. Toutefois, au cours de I'exemplification, des problemes de reproductibilité sont
apparus, avec des rendements passant de 2% sous air a 60% sous argon. Les réactions ont donc
été réalisées sous atmosphere inerte.
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En conclusion, nous avons choisi les conditions réactionnelles suivantes : 2-phénylimidazo[1,2-
alpyridine (0,51 mmol), iodobenzene (2 eq.), DABCO.(SOz2). (2 eq.), Cul (10 mol%), 1,10-
phénanthroline (10 mol%), t-BuOK (2,5 eq.), DMF, 140 °C, 24 h.

2. Exemplification

Une fois les conditions réactionnelles optimisées, nous avons voulu étudier I'étendue de la
réaction en utilisant des iodobenzénes différemment substitués (Schéma 45).
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N cul N7
= Nz Phenanthroline
s UN- Ph tBuOK —

105a DMF, 140 °C, 24 h, Ar \R// 108
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1080, 68% 108p, 50% 108q, 49% 108r, 60% 108s, 29% 108t, 40% 108u, 83%

Schéma 45 : Exemplification avec différents dérivés halogénés

On peut observer que la réaction de sulfénylation est favorisée pour des iodobenzénes portant
des groupements électrodonneurs (-CHs, -OCH3) et halogénés (-F, -Cl), avec des rendements
allant de 45 a 81%. La position de ces susbtituants n’a pas d’influence, puisque méme les
iodobenzénes ortho-substitués conduisent a des rendements corrects (entre 45 et 70%). Le
groupement -CF3 est également toléré. En revanche, des groupements fortement
électoattracteurs comme un nitro, un nitrile ou un ester empéchent la réaction, a I'exception du
composé 108s qui porte un groupement cyano en position méta. De fagcon surprenante, le
composé 108t portant une amine libre en position para est obtenu avec un rendement correct
de 40%. Enfin, la réaction avec le bromure de benzyle conduit a la formation du composé 108u
avec un bon rendement de 83%.

112



Dans un second temps, nous avons étudié I'influence de la substitution des imidazopyridines.
Celles-ci sont pour la plupart synthétisées par condensation entre une 2-aminopyridine et une
bromoacétophénone en milieu basique.1?4 La 2-styrylimidazo[1,2-a]pyridine est synthétisée
selon la méthode décrite par Mohan (Schéma 46).125

_I/j\ _ NaHCO; /YN =
R /
EtOH, reflux \/N \_/
39-88 % 112
| __CuBREO, N
DMF, 60 °C, 24 h s N7
113 35% 112v

Schéma 46 : Synthése des imidazopydines substituées

Une fois les molécules synthétisées, elles ont été engagées dans les conditions de sulfénylation
(Schéma 47).
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qu\(/ R2 t-BuOK N
N7 — =
DMF, 140 °C, 24 h, Ar
112 103a 115
CHs OCH,

H3CO H4CO.

Ph Ph Ph Ph Ph Ph Ph
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Schéma 47 : Etendue de la réaction avec des imidazopyridines substituées

On peut observer que la réaction de sulfénylation est possible en présence de groupements
électrodonneurs en positions 6, 7 et 8. En revanche, la présence d’'un méthyle en position 5
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conduit a une diminution drastique du rendement a 17% du fait de I'’encombrement stérique.
Les halogenes et les groupements électroattracteurs sont peu tolérés avec des rendements de
35% maximum, la réaction n’ayant pas du tout lieu avec des substituants de type nitrile ou nitro.
L’'imidazoquinoline peut également étre sulfénylée, avec un rendement toutefois inférieur.

La substitution du phényle en position 2 affecte de maniere moins importante la réaction, qui
tolére des groupements donneurs (-CHsz, -OCHs), des halogenes (-F) ou des groupements
électoattracteurs (-CFs3, -CN), bien que les rendements chutent avec un chlore ou un groupement
nitro.

Enfin, les imidazopyridines portant un groupement naphtyle, styryle ou méthyle en position 2
permettent I'obtention du produit de sulfénylation avec des rendements compris entre 40 et
73%. L'imidazo[1,2-a]pyridine non substituée mene quant a elle a la formation du produit
disulfénylé en position 2 et 3 115x avec un rendement de 19%. Un tel exemple de
disulfénylation a été rapporté par Adimurthy26 lors du développement de notre méthodologie.
La réaction fonctionne également avec le 6-phénylimidazo[2,1-b]thiazole avec un rendement
correct de 49%.

3. Hypotheses mécanistiques

Par la suite, nous avons cherché a comprendre le mécanisme de cette réaction. Dans un premier
temps, nous avons voulu savoir si un mécanisme par voie radicalaire était envisageable. La
réaction a donc été conduite en ajoutant le TEMPO comme piege a radicaux. Le rendement
diminue fortement a 37% avec 1 équivalent de TEMPO, pour tomber a 0% avec 3 équivalents.
Cependant, TEMPO peut également jouer le réle d’oxydant et ainsi perturber les processus redox
qui ont vraisemblablement lieu au cours de la réaction. En utilisant un autre piége a radicaux, le
BHT, on peut voir que la baisse de rendement n’est pas significative, ce qui exclut un mécanisme
radicalaire (Schéma 48).

AN ii:
|
(/\r/N Conditions standard SN~
+ B ————
S
N C 108a
105a
103a

TEMPO 1 eq. 37%
TEMPO 3 eq. 0%
BHT 3 eq. 54%

Schéma 48 : Expériences contrdles avec des piéges a radicaux

La réaction a également été conduite dans les conditions standards sans DABCO.(S02); avec le
diphényldisulfide, le benzene sulfinate ou le thiophénol sans toutefois observer la formation du
produit de sulfénylation, ce qui laisse penser qu’ils ne jouent pas le role d’'intermédiaires lors de
la réaction (Schéma 49).
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Schéma 49 : Intermédiaires potentiels

Enfin, nous avons envisagé la formation du produit de sulfonylation, qui serait ensuite réduit
pour donner le composé 108a. La sulfone 106b a été préparée selon la méthode décrite par Guo
par couplage entre l'imidazo[1,2-a]pyridine et le benzéne sulfinate%” puis soumise a nos
conditions standards. Aucune trace du produit réduit n’a été observée. (Schéma 50).

=N A\

o} I2 Yl Vi
Cr/N o Na,CO; X N\a; Conditions standards N
el o =0 * S
>N Et,0, 100 °C, 24 h 108a
105a 116 82 % 106b

Schéma 50 : Réduction du produit de sulfonylation

Suite a ces observations, on peut se demander comment a lieu la réduction du dioxyde de soufre
dans nos conditions. Le DABCO.(SO2) est un substitut bien connu de SO, mais le comportement
de celui-ci reste flou. On peut envisager dans nos conditions la dismutation du SO en soufre
élémentaire Sg127.128, qui serait alors la source de soufre comme décrit récemment dans d’autres
réactions de sulfénylation104105108 (Equation 1).

S0, (aq)+ 61" (aq) +4H* (aq) =S (s)+ 213 (aq) + 2 H,0 ()

Equation 1 : Dismutation du dioxyde de soufre

Les mécanismes décrits dans la littérature sont variés, et au regard de nos précédentes
observations, difficiles a appliquer a nos conditions. On peut toutefois proposer le mécanisme
suivant, qui suit ce que notre équipe avait déja proposé pour différentes méthodologies de
fonctionnalisation de liaison C-H d’imidazopyridines? (Schéma 51). Le cycle catalytique
commence avec un échange de ligand avec le t-butylate de potassium pour donner le complexe
II. Ce complexe permet la déprotonation métallation de l'imidazopyridine pour former le
complexe IV via I'intermédiaire III. L’addition oxydante simultanée du iodobenzeéne et du soufre
élémentaire issu de la dismutation de SO, conduit a la formation de I'intermédiaire cuivre (III)
tétracoordiné V. L’élimination réductrice permet enfin d’obtenir le composé 108a.
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Schéma 51 : Mécanisme postulé

1.  Conclusion

Nous avons développé de nouvelles conditions de sulfénylation d’'imidazo[1,2-a]pyridines en
utilisant comme source de soufre le DABCO.(S0z).. Ce travail complete les méthodologies de
sulfénylation déja décrites dans la littérature et a surtout pour vocation de souligner le réle
inhabituel du DABCO.(S02)2 comme source de soufre.

Apres optimisation des conditions réactionnelles, 38 exemples utilisant des imidazopyridines et
des iodobenzeénes substitués ont été réalisés, avec des rendements compris entre 17 et 83%
(Schéma 52). Ces travaux ont fait 'objet d'une publication.129

N
cul /\//
1 2
| 1,10-phénanthroline R /R
, ~ N
t-BuOK S f
+ ‘ N _—
N DMF, 140°C, 24 h 4 \
R3

S\

R3

N
//

1 2
R\/N/R

17-83%
38 exemples

Schéma 52 : Nouvelle méthodologie de sulfénylation d'imidazopyridines
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Conclusion générale

Le premier projet présenté dans ce manuscrit est un projet multidisciplinaire destiné a la
découverte de nouveaux inhibiteurs de la famille de tyrosine kinases TAM. Pour cela, un criblage
virtuel d’'imidazo[4,5-b]pyridine a été réalisé sur les structures cristallines des trois protéines.
L’analyse des différents modes de positionnement des molécules dans le site actif des protéines
a permis d’identifier les structures ci-dessous comme inhibiteurs potentiels (Figure 103).

R'=H,F,Cl,Br
(O
A/\/\AH
X
HY@
F. N N
jg/ \©\ \{\/O\/\/AH
O O
2 —
. (@) F R—<
XN OH
jl\)j:%Rz \{\/\/
RN TN
H
\{X‘NH;NHQ
g H

R3 = H, NH,

Figure 103 : Molécules issues de la modélisation

by

Une molécule ne comportant pas la chaine supérieure a motif pyridone a également été
identifiée (Figure 104). Nous avons choisi de réaliser en priorité la synthése de celle-ci, afin de
voir si la chaine pyridone est indispensable a I'activité.

~-N O
| N\>—<
HN
HN™ N H 4\_NH2

17

Figure 104 : Inhibiteur de TAM potentiel sans chaine pyridone

Une librairie de composés pour lesquels le motif amide-pyridone a été remplacé par une
fonction sulfonamide a également été synthétisée (Figure 105).

117



R! N

PR
H

N

R'=H, Br
R2=H, i-Pr

Figure 105 : Librairie de sulfonamides

Un test pour déterminer l'activité des composés via un dosage de ’ADP par luminescence a été
développé au laboratoire. Malheureusement, aucune des molécules synthétisée, que ce soient la
molécule 17 sans chaine pyridone ou les sulfonamides, n’a montré d’activité sur les protéines de
la famille TAM. Cela nous indique d’'une part que la chaine pyridone est indispensable pour
I'activité biologique des composés, et d’autre part que la modification de cette chaine peut
entrainer une perte totale d’activité.

La suite du projet consistera a synthétiser les autres molécules déterminées lors du criblage
virtuel, notamment pour voir si I'introduction d’'une chaine donneuse de liaison hydrogene en
position 2 de I'imidazopyridine permet d’améliorer I'activité des composés. Un criblage virtuel
de la chimiotheque nationale est également envisagé afin de déterminer des nouvelles structures
originales.

La deuxieme partie de ce manuscrit est dédiée a la conception d’inhibiteurs photo-controélables
de la famille TAM, afin de contourner les problémes de sélectivité inhérents aux inhibiteurs de
kinases. Pour cela, nous avons installé des groupements photo-labiles sur nos inhibiteurs
imidazo[4,5-b]pyridines, a une position présumée importante pour 'interaction avec la protéine
(Figure 106). La présence du groupement photo-labile bloque temporairement l'activité du
composé, et celle-ci est restaurée lors du clivage du groupement par la lumiére.

= RS
H o Ho
F N N F N N
I IOREROL
) o F —_— o] e 0 F +
R? N R?
. SN
PRa DR
N7 3N “3N
3N N” 3
H
Inactif Actif
el
o
JOL St
MeO NO> MeO (o) EtoN (oM o]

Figure 106 : Inhibiteurs photo-contrélables de la famille TAM

Huit composés photo-clivables ont ainsi été synthétisés. Les molécules portant le groupement
diméthoxynitrobenzyle (DMNB) ont montré une vitesse de clivage de 'ordre de 2 minutes, en
solution a 10 pM dans le DMSO sous irradiation a 350 nm. En revanche, les (7-
méthoxycoumarin-4-yl)méthyles (7-MCM) n’ont pas pu étre clivés dans les mémes conditions.
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Nous avons donc modifié la nature du lien entre la coumarine et l'inhibiteur par un lien
carbamate. Malheureusement, les molécules obtenues ne sont pas assez stables pour permettre
leur manipulation.

L’activité biologique des composés photo-clivables a ensuite été évaluée in vitro. 1l apparait que
la présence du groupement photo-labile n’induit pas systématiquement une perte d’activité
biologique. Des expériences de modélisation moléculaire ont été réalisées pour essayer de
rationaliser les résultats obtenus. Nous avons pu constater que les résultats sont tres
hétérogenes, les poses de modélisation étant en accord avec les résultats biologiques sur la
moitié des composés environ. On a pu toutefois voir que les groupements photo-labiles
pouvaient potentiellement entrer dans le site actif des protéines et établir des interactions
stabilisantes avec celui-ci, ce qui peut expliquer la non-perte d’activité. L’installation de
groupements photo-labiles plus volumineux comme le nitrodibenzofurane est envisagée.

La restauration de 'activité a été démontrée sur Tyro3 avec le composé 61a (Schéma 53). Celui-
ci présente une ICso supérieure a 100 uM en I'absence de lumiére. Il est ainsi au moins 100 fois
moins actif que I'inhibiteur 61. Lorsque le composé 61a est irradié a 350 nm, I'ICso mesurée est
de 6 uM, ce qui se rapproche sensiblement de I'activité du composé 61.

61a ‘ N 61
“N
MeO NT
NO,
MeO
IC5q (sans lumiére) > 100 uM IC5q (sans lumiére) = 1,8 uM
IC5q (avec lumiere) = 6 UM ICsq (avec lumiere) = 0,8 uM

Schéma 53 : Restauration de l'activité sur Tyro3

Ces résultats sont trés encourageants pour la suite du projet. Toutefois, les inhibiteurs
imidazopyridines ne sont pas actifs in cellulo, il n’est donc pas possible d’évaluer la faisabilité du
concept de photo-pharmacologie sur des systémes biologiques plus complexes. L'idée est donc
d’installer des groupements photo-labiles sur le composé UNC2025, un inhibiteur de TAM qui
présente des activités de 'ordre du nanomolaire en cellule (Figure 107).

I N—
N\)
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/\/\N)@\N/ N
UNC2025 B

H

Figure 107 : UNC2025, potentiel inhibiteur photo-contrélable
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Le troisieme chapitre de ce manuscrit est consacré a la mise au point d’'une méthodologie de
sulfénylation directe a trois composantes d’'imidazo[1,2-a]pyridines. La source de soufre est le
DABCO.(S0z2)2, un composé décrit comme précurseur de dioxyde de soufre. Ces travaux
completent les méthodologies de sulfénylation déja décrites et a pour but de souligner le réle
inhabituel du DABCO.(S0z).. Aprés optimisation des conditions réactionnelles, 38 exemples ont
été synthétisés en modifiant la substitution des partenaires de couplage, avec des rendements
allantde 17 a 83 % (Schéma 54).129

Cul 1/\//’\‘ )
| 1,10-phénanthroline R_\/N\/fR

N |
R17//\|// h 0 N t-BuOK
\/N X DMF, 140°C, 24 h 4 \
RS
=~ \
RB
17-83%
38 exemples

Schéma 54 : Méthodologie de sulfénylation directe d'imidazopyridines
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Partie expérimentale
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Chimie

General information.

Commercially available reagents and solvents were used without further purification. Yields
refer to isolated and purified products. Reactions were monitored by Thin Layer
Chromatography (TLC) carried out on 60F-254 silica gel plates and visualized under UV light at
254 and 365 nm. Column chromatography was performed on a Interchim Puriflash XS420 using
pre-packed silica 60 columns. Chemical shifts (§) of !H and 13C NMR are reported in ppm and
residual non deuterated solvents were used as references. Multiplicities are designated by the
following abbreviations: s = singlet, d = doublet, t = triplet, q = quadruplet, sept = septuplet, br s
= broad singlet, m = multiplet. Melting points were measured with a Heizbank System Kofler.
Preparative HPLC was performed using a Macherey-Nagel VP NUCLEODUR C18 column, 5 pm,
125 x 21 mm coupled to a Waters Sample manager 2767, Waters Binary gradient module 2525,
Waters HPLC Pump 515 and a Waters 2996 PDA. Elution gradient : eluent A : H,0 + 0.01% TFA;
eluent B : CH3CN + 0.01% TFA : 0 min (98/2), 2 min (98/2), 15 min (0/100), 17 min (0/100), 18
min (98/2), 20 min (98/2). LC-MS spectra (ESI in the positive ion mode) were recorded on a
Waters Micromass ZQ instrument (source voltage 30 kV) coupled to a Waters Alliance
Separations Module 2695, equipped with a Phenomenex C18 - 3 pm column (3.0 x 100 mm) and
a Waters PDA 2998, using the following gradient: eluent A : H,0 + 0.1% formic acid; eluent B :
CH3CN + 0.1% formic acid : 0 min (98/2), 1 min (98/2), 7 min (0/100), 9 min (0/100), 13 min
(98/2). High-resolution mass spectra (HRMS) were measured by a TOF spectrometer, using
electrospray ionization (ESI) or atmospheric pressure photoionization (APPI) method.

General procedures.

General procedure A for sulfonamide synthesis : In a round-bottom flask under argon, the 4-
((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluoroaniline (1leq.) was dissolved in dry pyridine (50
eq.). The solution was cooled down to 0°C and the corresponding sulfonyl chloride (1,1 eq.) in
solution with pyridine (50 eq.) was added dropwise. The solution was stirred for 20 min at 0°C.
The reaction mixture was poured in HCl 1M solution and extracted with EtOAc. The organic
layer was dried over anhydrous MgSO., evaporated under reduced pressure and purified by
column chromatography using a gradient of DCM to DCM/MeOH 5% to afford the desired
product.

General procedure B for the condensation of (77) on anilines : In a round bottom flask
under argon atmosphere, 1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carboxylic acid (1
eq.) and TBTU (1,3 eq.) were dissolved in dry DMF. The resulting solution was cooled down to
0°C and stirred for 15 min. DIPEA (3 eq.) was added and the solution was stirred for another 15
min. The corresponding aniline (1 eq.) was added and the reaction mixture was stirred at 0°C for
4 h. Solvent was removed under reduced pressure and the residue was taken in EtOAc and
washed with a saturated NaHCO3 solution. The organic layer was dried over anhydrous MgSO,,
concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient
of DCM to DCM/MeOH 8% to give the corresponding product.

General procedure C for imidazo[1,2-a]pyridine synthesis : 2-bromoacteophenone (1 eq.),
2-aminopyridine (1,3 eq.) and NaHCO3 (1,5 eq.) were refluxed in ethanol for 3 hours. The
reaction mixture was allowed to cool to rt, water was added, allowing the desired product to
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precipitate. The solid was filtered, washed with water and dried under reduced pressure to give
the correspondent imidazo[1,2-a]pyridine.

General procedure D for sulfenylation of imidazo[1,2-a]pyridine : To a sealed tube under
argon atmosphere were added imidazo[1,2-a]pyridine 1 (0.51 mmol, 100 mg), DABSO (1.03
mmol, 247 mg), Cul (0.05 mmol, 10 mg), 1,10-phenanthroline (0.05 mmol, 9 mg), t-BuOK (1.29
mmol, 144 mg) and iodobenzene (1.03 mmol, 115 pL) in dry DMF (2 mL). The tube was sealed
and the reaction mixture was stirred at 140 °C for 24 h in an oil bath. The mixture was cooled
down to room temperature and water (10 mL) was added. The mixture was extracted with DCM
(3 x 10 mL), the organic layer was dried with anhydrous MgS0O4 and evaporated under reduced
pressure. The crude was purified by chromatography with a gradient of cyclohexane to
cyclohexane/EtOAc 10% to afford the sulfenylated product 4a in 68% yield.

5-amino-N-(2-aminoethyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-2-carboxamide (17)

~-N O
SIS

HN
_\—NH2

HoN

In a flask under argon tert-butyl (2-(3-(4-methoxybenzyl)-5-((4-methoxybenzyl)amino)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridine-2-carboxamido)ethyl)carbamate (28) (0,36 mmol, 200 mg) was
dissolved in DCM (2,7 mL). The solution was cooled down to 0°C and TFA (35,7 mmol, 100 eq.,
2,65 mL) was added. The solution was stirred at 50 °C overnight. The solvents were evaporated
under reduced pressure. The crude was purified by preparative HPLC to obtain the desired
product as a TFA salt (yellow solid, 28 mg, 24%).

1H NMR (300 MHz, D;0): 6=7.36 (d, ]=8.5 Hz, 1H), 6.30 (d, ]=8.5 Hz, 1H), 3.65 (t, ]=5.4 Hz, 2H),
3.26 (t,]=5.4 Hz, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=155.2, 153.3, 147.5,137.2, 134.8, 119.3, 107.3,
38.8, 38.1.

N2,N6-bis(4-methoxybenzyl)-3-nitropyridine-2,6-diamine (20)

| ~
N N N
ISR P
MeO OMe

2,6-dichloro-3-nitropyridine (15,4 mmol, 2,97 g) and Na,COz (38,8 mmol, 2,5 eq., 4,11 g) were
dissolved in ethanol (30 mL). 4-methoxybenzylamine (38,3 mmol, 2,5 eq., 5 mL) was added
dropwise and the mixture was stirred at rt for 42 h. The reaction mixture was diluted with 30
mL of water and extracted with DCM (3 x 30 mL). The organic layers were combined, dried over
anhydrous MgS04 and evaporated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography with a gradient of cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 30 % to afford the
desired product as a yellow solid (4,3 g, 71 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=9.16 (s, 1H), 8.10 (d, ]=9.2 Hz, 1H), 7.20 (m, 4H), 6.83 (d, ]=8.2 Hz,
4H), 5.78 (d, J]=9.2 Hz, 1H), 5.61 (s, 1H), 4.69 (d, J=5. Hz, 2H), 4.55 (s, 2H), 3.78 (s, 6H); HRMS
(ESI-TOF): m/z calcd for C21H23N404 : 395.4312[M+H]+; found: 395.1730.

6-chloro-N-(4-methoxybenzyl)-3-nitropyridin-2-amine (22)
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2,6-dichloro-3-nitropyridine (15,4 mmol, 2,96 g) and Na;CO3 (39,3 mmol, 2,6 eq., 4,16 g) were
dissolved in ethanol (30 mL). 4-methoxybenzylamine (23 mmol, 1,5 eq. 3 mL) was added
dropwise and the mixture was stirred at rt for 6 h. The reaction mixture was diluted with 30 mL
of water and extracted with DCM (3 x 30 mL). The organic layers were combined, dried over
anhydrous MgS0,4 and evaporated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography with a gradient of cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 15 % to afford the
desired product as a yellow solid (2,3 g, 51 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.54 (br s, 1H), 8.35 (d, ]=8.7 Hz, 1H), 7.31 (d, ]=8.7 Hz, 2H), 6.90
(d, ]=8.7 Hz, 2H), 6.64 (d, ]=8.6 Hz, 1H), 4.74 (d, ]=5.5 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz,
CDCl3): 6=159.2, 156.7, 151.7, 137.6, 129.4, 129.3, 126.7, 114.1, 112.0, 55.2, 44.9; HRMS (ESI-
TOF): m/z calcd for C13H13N303Cl: 294.0645 [M+H]*; found: 294.0650.

6-chloro-N2-(4-methoxybenzyl)pyridine-2,3-diamine (23)
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6-chloro-N-(4-methoxybenzyl)-3-nitropyridin-2-amine (22) (1,7 mmol, 500 mg), K:COs; (6,8
mmol, 4 eq.,, 950 mg), ammonium acetate (16,8 mmol, 10 eq., 1,3 g) and iron powder (13,7
mmol, 8 eq., 762 mg) in suspension in water/toluene 1:1 (13 mL) were refluxed overnight. The
reaction mixture was filtered on Celite, washed with water and EtOAc. The filtrate was extracted
with EtOAc. The organic layers were combined, dried over anhydrous MgS04 and evaporated to
afford the desired product without further purification as a brown oil (488 mg, quant.).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=7.18 (d, J=8.7 Hz, 2H), 6.76 (d, ]=8.7 Hz, 2H), 6.66 (d, ]=7.7 Hz, 1H),
6.40 (d, ]=7.7Hz, 1H), 4.40 (s, 2H), 3.69 (s, 3H); 3C NMR (75 MHz, CDCls): §=158.9, 150.0, 139.9,
131.4, 129.6, 126.7, 124.6, 114.0, 112.0, 55.3, 45.5; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C13H15N30Cl:
264.0904 [M+H]*; found: 264.0914.

5-chloro-3-(4-methoxybenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-2-carboxylic acid (25)

N O
B

cI” >NT N OH

MeO

6-chloro-N2-(4-methoxybenzyl)pyridine-2,3-diamine (23) (5,3 mmol, 1,4 g) is dissolved in dry
ether under inert atmosphere. The solution is cooled down to 0°C and trimethylamine (6,9
mmol, 1,3 eq.,, 0,96 mL) is added. Ethyl oxalyl chloride (6,37 mmol, 1,2 eq., 713 pL) is added
dropwise. After complete addition the solution is allowed to warm up to rt overnight. The
solvent is removed under reduced pressure, toluene is added (10 mL) and the solution is reflux
for 3 h. Toluene is then evaporated. EtOAc was added, the suspension was washed with HCI 1M.
The solid was filtrated to afford the desired product as a beige solid (1,69 g, 100 %).
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1H NMR (300 MHz, DMS0-d6): §=12.25 (s, 1H), 7.54 (d, ]=8.2 Hz, 1H), 7.33 (d, ]=8.7 Hz, 2H), 7.29
(d, ]=8.2 Hz, 1H), 6.87 (d, J]=8.7Hz, 2H), 5.27 (s, 2H), 3.71 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6):
§=158.3, 155.7, 153.3, 140.7, 138.5, 129.6, 128.3, 126.0, 121.7, 119.0, 113.7, 55.1, 43.9; HRMS
(ESI-TOF): m/z calcd for C1sH13N305Cl: 318.0645 [M+H]*; found: 318.0656.

tert-butyl (2-(5-chloro-3-(4-methoxybenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-2-
carboxamido)ethyl)carbamate (27)
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5-chloro-3-(4-methoxybenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-2-carboxylic acid (25) (0,93 mmol,
294 mg) was dissolved in dry DMF (6 mL) under argon atmosphere. Diisopropylethylamine
(3,24 mmol, 3,5 eq.,, 535 pL) and HATU (1,02 mmol, 1,1 eq., 387 mg) were added. The reaction
mixture was stirred at rt for 1 h, and N-Boc-ethylenediamine (1,02 mmol, 1,1 eq., 161 pL) was
added dropwise. The reaction mixture was stirred at rt for 6 h. The solution was then diluted in
DCM, washed with 2 x 20 mL of NaOH 1M solution and 1 x 20 mL of saturated NaHCO3 solution.
The organic layer was dried over anhydrous MgSO4, evaporated under reduced pressure and
purified by column chromatography with a gradient of cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 30%
to afford the desired product as a yellow solid (314 mg, 74 %).

1H NMR (300 MHz, DMS0-d6): 6=7.99 (t, ]=5.8 Hz, 1H), 7.76 (d, ]=8.2 Hz, 1H), 7.32 (d, ]= 8.7 Hz,
2H), 7.30 (d, J=8.2 Hz, 1H), 6.92 (t, ]=5.8 Hz, 1H), 6.86 (d, ]=8.7Hz, 2H), 5.39 (s, 2H), 3.70 (s, 3H),,
3.46 (qd, J=6.0 Hz, 2H), 3.20 (qd, J=6.0 Hz, 2H), 1.35 (s, 9H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6):
6=158.6, 155.8, 151.9, 149.7, 141.1, 139.8, 135.1, 129.6, 128.8, 128.4, 119.8, 113.8, 77.7, 55.0,
43.3, 40,7 38.7, 28.2; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C;2H27Ns504Cl: 460.1752 [M+H]*; found:
460.1736.

tert-butyl (2-(3-(4-methoxybenzyl)-5-((4-methoxybenzyl)amino)-3H-imidazo[4,5-
b]pyridine-2-carboxamido)ethyl)carbamate (28)

NN
/@H _\—NHBoc
MeO

MeO

In a sealed tube under argon atmosphere were placed tert-butyl (2-(3-(4-methoxybenzyl)-5-((4-
methoxybenzyl)amino)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-2-carboxamido)ethyl)carbamate (28) (0,72
mmol, 330 mg), 4-methoxybenzylamine (0,86 mmol, 1,2 eq., 113 pL), Cs2C03 (1,44 mmol, 2 eq.,
468 mg), Pdz(dba)sz (0,07 mmol, 0,1 eq, 66 mg) and Xantphos (0,07 mmol, 0,1 eq., 42 mg) in dry
dioxane (4,4 mL). The solution was stirred at 120°C overnight. The reaction mixture was filtered
on Celite, washed with DCM. The filtrate was evaporated and purified by column
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chromathography with a gradient of cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 50% to afford the
desired product as a yellow solid (265 mg, 66 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.56 (d, ]=8.5 Hz, 1H), 7.38 (d, ]=8.6 Hz, 2H), 7.25 (d, ]=8.6 Hz, 2H),
6.85 (d, ]=8.6 Hz, 2H), 6.73 (d, ]=8.6Hz, 2H), 6.35 (d, J=8.5 Hz, 1H), 5.51 (s, 2H), 5.33 (br s, 1H),
4.49 (brs, 1H), 4.55 (s, 2H), 3.79 (s, 3H), 3.73 (s, 3H), 3.58 (qd, J=5.6 Hz, 2H), 3.38 (qd, ]=5.6 Hz,
2H), 1.42 (s, 9H); 3C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=159.0, 156.3,154.1, 153.0, 147.4, 139.2, 131.5,
130.6, 129.3, 128.9, 121.3, 114.2, 113.7, 105.3, 105.1, 79.4, 55.6, 45.8, 43.7, 41.3, 40.9, 28.6;
HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C30H37N6Os: 561.2825 [M+H]*; found: 561.2841.

N-(2-aminoethyl)-5-((4-methoxybenzyl)amino)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-2-
carboxamide (30)

x—N

L

—
N N N HN
gH HO N\,
MeO

In a flask under argon tert-butyl (2-(3-(4-methoxybenzyl)-5-((4-methoxybenzyl)amino)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridine-2-carboxamido)ethyl)carbamate (28) (0,36 mmol, 200 mg) was
dissolved in DCM (2,7 mL). The solution was cooled down to 0°C and TFA (35,7 mmol, 100 eq.,
2,65 mL) was added. The solution was stirred at rt for 1.5 h. The solution was neutralized with
NaOH 3M, then extracted with EtOAC. The organic layers were combined, dried over anhydrous
MgS0Os and evaporated under reduced pressure. The crude was purified by column
chromatography with a gradient of DCM to DCM/MeOH 10% to obtain the desired product as a
yellow solid (80 mg, 66 %).

1H NMR (300 MHz, CDs0D): §=7.56 (d, ]=8.5 Hz, 1H), 7.36 (d, ]=8.7 Hz, 2H), 6.73 (d, ]=8.7Hz, 2H),
6.50 (d, ]=8.5 Hz, 1H), 5.47 (s, 2H), 3.73 (t, ]=3.7 Hz, 2H), 3.67 (s, 3H), 3.22 (t, J=3.7 Hz, 2H); 13C
NMR (75 MHz, CDs0D): §=160.3, 157.2, 153.8, 148.7, 140.3, 136.3, 131.1, 130.4, 121.8, 114.5,
107.0, 55.6, 44.2, 40.9, 39.7.

tert-butyl (3-fluoro-4-hydroxyphenyl)carbamate (32)

FD/ NHBoc
HO

A solution of 4-amino-2-fluorophenol (29,5 mmol, 3,75 g) and triethylamine (29,5 mmol, 1 eq.,
4,1 mL) in dry THF (78 mL) was cooled to 0°C. After addition of di-t-butyl-dicarbonate (29,5
mmol, 1 eq., 6,4 g) the ice bath was removed and the reaction was stirred at RT for 16 h. The
solution was diluted with AcOEt and washed with a saturated NH4Cl solution and brine. The
organic layer was dried with anhydrous MgS04, evaporated under reduced pressure and purified
by flash chromatography using a gradient of cyclohexane to cyclohexane/AcOEt 40% to give the
corresponding product as a beige solid (3,3 g, 49 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.36 (d, ]=12.0 Hz, 1H), 6.92-6.79 (m, 2H), 6.37 (br s, 1H), 5.07 (br
s, 1H), 1.50 (s, 9H). Spectroscopic data were in agreement with those reported in the
literature.130

tert-butyl (4-((2-amino-3-nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (33)
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tert-butyl (3-fluoro-4-hydroxyphenyl)carbamate (32) (15,8 mmol, 1,1 eq., 3,6 g) was dissolved
in dry DMF (37,5 mL) under argon. t-BuOK (16,6 mmol, 1,1 eq.,1,9 g) was added and the solution
was stirred at rt for 1 h. 2-amino-4-chloro-3-nitropyridine (14,4 mmol, 2,5 g) was added and the
reaction mixture was heated at 70°C overnight. The solvent was evaporated under reduced
pressure. The crude was dissolved in EtOAc and washed with saturated Na,CO3 solution. The
organic layer was dried over anhydrous MgS04, evaporated under reduced pressure and purified
by column chromatography using DCM as eluent to afford the desired product as a yellow solid
(4,46 g, 85 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.97 (d, ]=5.7 Hz, 1H), 7.54 (dd, ]=12.2, 2.5 Hz, 1H), 7.13 (t, ]=8.5Hz,
1H), 7.03 (ddd, J=8.5, 2.5, 1.2 Hz, 1H), 6.63 (s, 1H), 6.23 (s, 2H), 6.00 (dd, J=5.7, 1.2 Hz, 1H), 1.53
(s, 9H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=161.0, 155.8, 154.8, 153.6, 152.6, 138.2, 135.2, 123.6, 121.5,
114.6, 108.0, 101.2, 81.5, 28.4; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C16H1sN4OsF: 365.1261 [M+H]*;
found: 365.1254.

tert-butyl (4-((2,3-diaminopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (34)

Fi©/NHBoc
(@)

N NH,
P

N7 NH,

In a three-neck round-bottom flask under argon atmosphere tert-butyl (4-((2-amino-3-
nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (33) (6,3 mmol, 2,28 g) was solubilized in
MeOH (23 mL). Pd/C 10% (0,13 mmol, 0,02 eq., 133 mg) was added. The flask was purged 3
times with argon, 3 times with H; and the solution was stirred under H, atmosphere overnight at
rt. The reaction mixture was filtered on Celite, washed with MeOH. The filtrate was concentrated
under reduced pressure to afford the desired product as a brown solid (2,3 g, quant.).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.53-7.45 (m, 2H), 7.17 (br s, 1H), 7.07-6.98 (m, 2H), 6.07 (d,
J=5.7Hz, 1H) 4.46 (br s, 2H), 3.50 (br s, 2H), 1.52 (s, 9H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=156.1,
152.8,152.0,150.9, 139.0, 136.9, 136.8, 123.1, 118.0, 114.4, 108.1, 103.0, 81.2, 28.4; HRMS (ESI-
TOF): m/z calcd for C16H20N404F: 335.1519 [M+H]*; found: 335.1508.

4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluoroaniline (35)

To a solution of tert-butyl (4-((2,3-diaminopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (34)
(4,7 mmol, 1,56 g) in trimethylorthoformate (140 mmol, 30 eq., 15 mL) were added dropwise
HCI 37% (9,3 mmo], 2 eq., 0,93 mL). The solution was stirred at rt overnight. HC1 37% was then
added (46.7 mmol, 10 eq., 5 mL) and the reaction mixture was stirred for 20 min. The solution
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was cooled down to 0°C and neutralized with NaOH 3M solution. The solution was extracted
with EtOAc, washed with brine. The organic layer was dried over anhydrous MgSQ., evaporated
under reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of DCM to
DCM/MeOH 6% to afford the desired product as a beige solid (766 mg, 67 %).

1H NMR (300 MHz, CDs0D): §=8.33 (s, 1H), 8.16 (d, ]=5.7Hz, 1H), 6.99 (t, ]=8.8 Hz, 1H), 6.59 (dd,
J=12.6, 2.5 Hz, 1H), 6.52 (ddd, J=8.8, 2.5, 0.9 Hz, 1H), 6.46 (dd, ]J=5.7, 0.9 Hz, 1H); 13C NMR (75
MHz, CDsOD): 8=157.8, 156.8, 154.6, 149.3, 146,9, 143.7, 1323.3, 124.9, 111.9, 104.0, 103.9,
103.8.

N-(4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-4-fluorobenzenesulfonamide
(36a)

H
F. N\//o
S
o J
F
SN
Cr
N
NTOR

Reaction was performed using general procedure A. Pink solid (30 mg, 18 %).

1H NMR (300 MHz, CDs0D): §=8.33 (s, 1H), 8.20 (d, J=5.6 Hz, 1H), 7.89 (dd, J=8.7, 5.1 Hz, 2H),
7.34-7.23 (m, 3H), 7.16 (dd, J]=11.9, 2.2 Hz, 1H), 6.99 (d, ]=8.8 Hz, 1H), 6.45 (d, ]=5.6 Hz, 1H).

N-(4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-2,5-
difluorobenzenesulfonamide (36b)

H F
F. N\//s//O
[¢)
(0]
NN F
B
N N

H

Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (32 mg, 14 %).

N-(4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-2-
(trifluoromethyl)benzenesulfonamide (36c¢)

H
F N O CFs
S
o
o
AN N\
Y

NTOR

Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (34 mg, 18 %).

4-fluoro-N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-
yl)oxy)phenyl)benzenesulfonamide (37a)
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Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (86 mg, 55 %).

H NMR (300 MHz, DMS0-d6): 6=12.88 (br s, 1H), 10.64 (br s, 1H), 8.05 (d, J=5.5 Hz, 1H), 7.88
(dd, J=9, 5 Hz, 2H), 7.44 (dd, ]=9, 9 Hz, 2H), 7.29 (dd, ]=9, 9 Hz, 1H), 7.13 (dd, 12, 2.5 Hz, 1H), 6.96
(dd, J= 9, 2.5 Hz, 1H), 6.33 (dd, ]J=5.5 Hz, 1H), 3.11 (sept, ]=7 Hz, 1H), 1.32 (d, J=7 Hz, 6H); 13C
NMR (75 MHz, DMS0-d6): 6=164.5 (d, J=252.1 Hz), 160.2, 153.6 (, J=247.6 Hz), 153.5, 144.3,
137.2,135.9,135.4 (d, J=3.0 Hz), 129.8 (d, ]=9.7 Hz), 124.0, 117.0,116.7 (d, J=22.9 Hz), 109.10 (d,
J=21.9 Hz), 102.8, 28.6, 21.0; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C21H1sN4O3SF2: 445.1140 [M+H]*;
found: 445.1139.

2,5-difluoro-N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-
yl)oxy)phenyl)benzenesulfonamide (37b)

H
F N\/S/P F
3
0
N
ﬁ\H ]
-
N
NT W

Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (57 mg, 39 %).

1H NMR (300 MHz, DMS0-d6): 6=12.88 (br s, 1H), 11.10 (br s, 1H), 8.05 (d, J=5.5 Hz, 1H), 7.64
(m, 3H), 7.31 (dd, J=9, 9 Hz, 1H), 7.16 (dd, ]=12, 2.5 Hz, 1H), 7.02 (dd, J=9, 2.5 Hz, 6.33 (dd, J]=5.5
Hz, 1H), 3.11 (sept, J=7 Hz, 1H), 1.32 (d, J=7 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, DMS0-d6): 6=158.9,
156.07 (d, ]=4.7 Hz), 155.7, 155.2, 152.7 (d, J=4.6 Hz), 151.9, 144.3, 135.2 (d, ]=10.6 Hz), 128.1
(d, J]=7.3 Hz), 127.9 (d, ]=7.1 Hz), 124.0, 123.0 (d, J]=9.1 Hz), 122.7 (d, ]=8.7 Hz), 119.3 (d, ]=8.2
Hz), 117.1, 116.7 (d, ]=11.3 Hz), 116.6, 108,7 (d, ]=21.9 Hz), 102.8, 28.6, 21.0; HRMS (ESI-TOF):
m/z calcd for C21H17N4O3SF3: 463.1046 [M+H]+; found: 463.1045.

N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)-2-
(trifluoromethyl)benzenesulfonamide (37c)

H CF
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Reaction was performed using general procedure A. White solid (78 mg, 38 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6=12.88 (br s, 1H), 11.02 (br s, 1H), 8.17 (dd, J=7.5, 1.5 Hz, 1H),
8.04 (m, 3H), 7.91 (m, 2H), 7.32 (dd, J=9, 9 Hz, 1H), 7.15 (dd, J=12, 2.5 Hz, 1H), 7.00 (dd, ]J=9, 2.5
Hz, 1H), 6.33 (dd, J=5.5 Hz, 1H), 3.11 (sept, J=7 Hz, 1H), 1.31 (d, J=7 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz,
DMSO0-d6): 6=15.6 (, ]=247.5 Hz), 144.3, 138.0, 137.0, 135.7, 135.6, 133.8, 133.6, 130.7, 128.8 (d,
]=6.2 Hz), 126.6, 126.2, 124.1, 122.7 (d, ]=274.0 Hz), 117.3, 116.3, 108.5 (d, ]=22.1 Hz), 102.8,
28.6, 21.0; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C22H1sN403SF4: 495.1109 [M+H]*; found: 495.1102.
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N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)-4-
nitrobenzenesulfonamide (37d)

H
F. N_ /9
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o [e)
NO,
N
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/

N

NTOH

Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (54 mg, 33 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 5=12.88 (br's, 1H), 10.94 (br s, 1H), 8.43 (d, ]=9 Hz, 2H), 8.04 (m,
3H), 7.30 (dd, J=9, 9 Hz, 1H), 7.17 (dd, J=12, 2.5 Hz, 1H), 6.98 (dd, J=2.5 Hz, 1H), 6.36 (dd, J=5.5
Hz, 1H), 3.11 (sept, J=7 Hz, 1H), 1.31 (d, J=7 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6=160.2,
154.0 (d, J=247.8 Hz), 150.5, 144.9, 144.7, 138.3, 135.9, 128.8, 125.3, 124.5, 117.8 (d, J=3.0 Hz),
109.9 (d, J=21.8 Hz), 103.4, 29.1, 21.5; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C20H1sNsOsSF: 472.1085
[M+H]*; found: 472.1079.

N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)thiophene-2-
sulfonamide (37¢)

H o
FKJ/N\//S// s
ALY
N
Cr
N m>_<
Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (36 mg, 24 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): §=12.88 (br's, 1H), 10.74 (br s, 1H), 8.06 (d, J=5.5 Hz, 1H), 7.64 (d,
J=5 Hz, 1H), 7.33 (d, ]=3.5 Hz, 1H), 7.29 (dd, J=9, 9 Hz, 1H), 7.17 (m, 2H), 7.03 (dd, ]=9 Hz, 1H),
6.34 (dd, J=5.5 Hz, 1H), 3.13 (sept, J=7 Hz, 1H), 1.34 (d, J=7 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-
d6): 5=161.3, 154.0 (d, J=247.4 Hz), 144.8, 139.9, 138.0, 136.4 (d, ]=9.4 Hz), 134.3, 133.3, 128.3,
1245, 117.7, 109.6 (d, J=21.8 Hz), 103.1, 29.1, 21.5; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for
C10H17N403S:F: 433.0799 [M+H]*; found: 433.0787.

N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-4-
fluorobenzenesulfonamide (38a)

Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (71 mg, 48 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): §=10.46 (br s, 1H), 8.50 (s, 1H), 8.26 (s, 1H), 7.82 (dd, J=9, 5 Hz,
2H), 7.44 (dd, J=9, 9 Hz, 2H), 7.04 (m, 2H), 6.80 (ddd, J=9, 1.5, 1.5 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz,
DMSO0-d6): 6=164.9 (dd, ]=251.8 Hz), 152.9 (d, ]=246.0 Hz), 146.8, 144.4, 140.8 (d, ]=11.8 Hz),
135.8, 135.1 (d, J=9.7 Hz), 121.5, 117.4 (d, J=3.1 Hz), 117.1 (d, ]=22.8 Hz), 109.7 (d, ]=21.5 Hz),
103.9.
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N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-2,5-
difluorobenzenesulfonamide (38b)
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Reaction was performed using general procedure A. Orange solid (110 mg, 71 %).

N

Iz

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): =13.40 (br's, 1H), 10.94 (br s, 1H), 8.49 (s, 1H), 8.19 (s, 1H), 7.60
(m, 3H), 7.08 (m, 2H), 6.86 (dd, J=9, 1.5 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, DMS0-d6): §=157.2 (d,
J=243.2 Hz), 152.7 (d, J=7.3 Hz), 152.5 (d, J=246.1 Hz), 149.9, 149.5, 146.3, 143.7, 140.4 (d,
J=11.9 Hz), 133.9 (d, ]=8.6 Hz), 127.8 (d, J]=9.6 Hz), 126.1, 123.0 (d, ]=8.9 Hz), 121.4, 119.6 (d,
J=8.5 Hz), 116.9 (d, ]=27.0 Hz), 116.3, 108.7 (d, ]=21.7 Hz), 103.2; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for
C18H10N403SBrFs: 498.9682 [M+H]*; found: 498.9692.

N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-2-
(trifluoromethyl)benzenesulfonamide (38c)

O dS
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Reaction was performed using general procedure A. White solid (53 mg, 32 %).

1H NMR (300 MHz, DMS0-d6): §=13.40 (br's, 1H), 10.84 (br s, 1H), 8.48 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.11
(dd, J=7.5, 2 Hz, 1H), 8.02 (dd, J=7.5, 2 Hz, 1H), 7.89 (m, 2H), 7.08 (m, 2H), 6.84 (dd, J=9, 1.5 Hz,
1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=150.3, 149.9, 146.8, 144.2, 140.7, 140.5, 138.5, 134.9 (d, ]=10.0
Hz), 134.1, 134.0, 131.2, 129.2 (, J=6.4 Hz), 127.1, 126.6, 123.2 (d, ]=274.0 Hz), 121.9, 116.6,
109.0 (d, J)21.3 Hz), 103.8.

N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-4-
nitrobenzenesulfonamide (38d)
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Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (93 mg, 59 %).

1H NMR (300 MHz, DMS0-d6): 6=10.79 (br s, 1H), 8.50 (s, 1H), 8.41 (d, J=9 Hz, 2H), 8.26 (s, 1H),
8.01 (d, ]=9 Hz, 2H), 7.08 (m, 2H), 6.82 (ddd, ]=9, 1.5, 1.5 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6):
§=152.5 (d, ]=246.7 Hz), 150.0, 148.9, 146.4, 144.3, 144.0, 140.8 (d, J]=11.7 Hz), 133.9 (d, J=9.1
Hz), 128.4,124.8,121.1,117.3,109.7 (d, ]=21.5 Hz), 103.6.
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N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)thiophene-2-
sulfonamide (38¢)
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Reaction was performed using general procedure A. Beige solid (62 mg, 42 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO): 6=8.54 (s, 1H), 8.31 (s, 1H), 7.81 (d, ]=5.0 Hz, 1H), 7.49 (d, ]=3.6 Hz,
1H), 7.13 (t, J=3.6 Hz, 1H), 7.06-6.94 (m, 2H), 6.78 (d, ]=8.8 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, DMSO0):
§=172.2, 152.6 (d, J=244.1 Hz), 146.2, 143.9, 140.8, 137.8 (d, J=12.6 Hz), 1309, 130.2, 127.1,
120.4, 116.8, 108.3 (d, J=20.1 Hz), 103.4; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for CisH10N4O3S,BrF:
468.9434 [M+H]*; found: 468.9444.

N-(4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-
oxopiperidine-3-carboxamide (39)
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N-(4-((2,3-diaminopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxopiperidine-3-
carboxamide (0,09 mmol, 40 mg) was dissolved in trimethylorthoformiate (2,67 mmol, 30 eq.,
0,3 mL) and HCl 37% (0,18 mmol, 2 eq., 18 pL). The solution was stirred at rt overnight. The
reaction mixture was neutralized with NaOH 3M solution and extracted with EtOAc. The organic
layer was dried over anhydrous MgS0s, evaporated and burified by column chromatography
using a gradient of DCM to DCM/EtOH 6% to afford the desired product as a pale yellow solid
(22 mg, 54 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=10.18 (s, 1H), 8.25 (d, J=5.5 Hz, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.78 (d, ]=12.7 Hz,
1H), 7.25-7.08 (m, 6H), 6.53 (d, ]=5.5 Hz, 1H),3.68 (m, 2H), 2.29-1.97 (m, 4H); 13C NMR (75 MHz,
CDCls): 8=167.7 (d, J=249.1 Hz), 164.2, 163.4, 157.7, 154.4 (d, ]=249.4 Hz), 146.0, 145.3, 145.5,
138.5, 136.9, 130.3, 128.2 (d, J=8.6 Hz), 123.6, 116.7 (d, ]=22.8 Hz), 116.0 (d, J=3.5 Hz), 109.5,
109.2,103.7, 52.8, 47.7, 23.0, 21.8.

N-(4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-
1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (40)
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Reaction was performed using general procedure B. Beige solid (302 mg, 40%).
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1H NMR (500 MHz, DMS0-d6): §=13.11 (s, 1H), 12.05 (s, 1H), 8.60 (dd, ]=7.3, 2.0 Hz, 1H), 8.36 (s,
1H), 8.19 (d, J=5.4 Hz, 1H), 8.09 (dd, ]=6.6, 2.0 Hz, 1H), 7.99 (d, ]=12.6 Hz, 1H), 7.60 (dd, ]=8.9, 4.9
Hz, 2H), 7.48-7.23 (m, 4H), 6.74 (t, J]=6.9 Hz, 1H), 6.56 (s, 1H); 13C NMR (126 MHz, CDCls):
§=161.9 (d, ]=246 Hz), 161.8, 161.6, 154.7, 153.4 (d, ]=246 Hz), 150.4, 145.5, 144.9, 144.0, 142.3,
139.9, 136.6, 136.2 (d, J=2.8 Hz), 129.2 (d, J]=8.9 Hz), 124.3 (d, J]=2.8 Hz), 123.5, 120.2, 116.5,
116.0 (d, J=23.1 Hz), 108.7 (d, J=22.8 Hz), 107.0, 103.5; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for
C24H16Ns05F2: 460.1221 [M+H]*; found: 460.1221.

N-(4-((3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-
fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-0xo0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (40a)

HY@
Cr
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Reaction was performed using general procedure B. Beige solid (214 mg, 80%).

1H NMR (300 MHz, DMSO0-d6): 6=12.09 (s, 1H), 8.58 (dd, J=7.1, 2.1 Hz, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.21 (d,
J=5.6 Hz, 1H), 8.13 (dd, ]J=6.6, 2.2 Hz, 1H) 8.01 (dd, J=13.0, 2.2 Hz, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.61 (dd,
J=9.0, 4.9 Hz, 2H), 7.52-7.33 (m, 4H), 6.87 (s, 1H), 6.72 (t, J]=7.1 Hz, 1H), 6.62 (d, ]=5.6 Hz, 1H),
5.78 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.70 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, DMS0-d6): 6=161.8,161.6, 155.1, 153.0,
149.5, 148.1, 145.8, 145.0, 144.2, 140.3, 136.9, 136.8, 136.7, 136.6, 136.2, 129.4, 125.6, 124.6,
123.6,120.1, 116.5, 116.3, 115.9, 112.7, 108.8, 108.4, 107.0, 104.0, 56.1, 44.2, 38.2; HRMS (ESI-
TOF): m/z calcd for C33H2sNsO7F2: 655.1753 [M+H]*; found: 655.1754.

Photophysical properties in DMSO : Amax = 345 nm, € = 35400 mol-1.L.cm.

N-(3-fluoro-4-((3-((7-methoxy-2-oxo-2H-chromen-4-yl)methyl)-3H-imidazo[4,5-
b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-
carboxamide (40b)
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Reaction was performed using general procedure B. Beige solid (61 mg, 60%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=12.00 (s, 1H), 8.75 (dd, ]=7.2, 1.7 Hz, 1H), 8.23 (d, ]=5.6 Hz, 1H),
8.04 (s, 1H), 7.96 (d, ]=12.3 Hz, 1H), 7.62 (t, ]=8.5 Hz, 1H), 7.45-7.35 (m, 3H), 7.27 (m, 1H), 6.92-
6.84 (m, 2H), 6.67-6.55 (m, 2H), 5.74 (s, 1H), 5.62 (s, 2H), 3.89 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls):
8=164.6, 163.4, 162.6, 161.7, 160.6, 156.8,156.1, 155.8, 155.3, 152.8, 149.4, 149.1, 146.8, 145.4,
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142.4,141.9,137.2,136.0, 128.5 (d, ]=8.8 Hz), 124.6, 123.7,122.2,117.0 (d, ]=23.2 Hz), 116.6 (d,
J=3.2 Hz), 113.0, 110.9, 109.9 (d, ]=22.8 Hz), 107.5, 104.5, 101.5, 56.0, 43.5; HRMS (ESI-TOF):
m/z calcd for C3sH24N506F2: 648.1695 [M+H]*; found: 648.1693.

Photophysical properties in DMSO : Amax = 327 nm, € = 19600 mol-1.L.cm-L.

(7-(diethylamino)-2-o0xo0-2H-chromen-4-yl)methyl  7-(2-fluoro-4-(1-(4-fluorophenyl)-2-
0x0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamido)phenoxy)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-3-
carboxylate (40c)

N-(4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-
dihydropyridine-3-carboxamide (40) (0,22 mmol, 100 mg) and benzyl (4-nitrophenyl)
carbonate (90) (0,44 mmol, 2 eq., 180 mg) were dissolved in THF (0,5 mL). Triethylamine (0,26
mmol, 1,2 eq., 36 pL) and a few crystals of DMAP were added. The solution was stirred at rt for
4h. The solvent was evaporated and the residue was triturated in DCM, filtrated and washed
with DCM to afford the desired product as a beige solid (54 mg, 34 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO0-d6): 6=12.13 (s, 1H), 8.88 (s, 1H), 8.60 (dd, J]=7.2, 2.0 Hz, 1H), 8.38 (d,
J=5.7 Hz, 1H), 8.14 (dd, J=6.6, 2.0 Hz, 1H), 8.05 (dd, J=13.0, 2.4 Hz, 1H), 7.65-7.56 (m, 3H), 7.55-
7.48 (m, 1H), 7.47-7.40 (m, 3H), 6.81 (d, J=5.5 Hz, 1H), 6.74 (t, J=7.2 Hz, 2H), 6.57 (m, 2H), 5.75
(s, 2H), 3.44 (q, J=7.1 Hz, 4H), 1.13 (t, J=7.1 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, DMSO0-d6): 6=162.3,
162.1, 161.2, 160.7, 156.2, 155.9, 150.9, 149.7, 148.2, 148.1, 148.0, 145.5, 144.7, 143.7, 137.7,
136.7,129.9, 129.7, 126.0, 124.1, 120.5, 116.7, 109.2, 107.5, 105.4, 97.3, 65.3, 44.5, 12.8; HRMS
(ESI-TOF): m/z calcd for C39H31N¢O7F,: 733.2222 [M+H]*; found: 733.2203.

Photophysical properties in DMSO : Amax = 360 nm, € = 36900 mol-1.L.cm.

N-(3-fluoro-4-hydroxyphenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-
carboxamide (41)

begeash

The reaction was performed following procedure B on 4-Amino-2-fluorophenol (3 g, 23.6 mmol)
to give the corresponding product as a light brown solid (4 g, 50 %). Mp: 217-219 °C.1H NMR
(300 MHz, DMS0-d6) & 11.77 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 8.52 (dd, J = 7.3, 1.9 Hz, 1H), 8.07 (dd, ] = 6.4,
1.7 Hz, 1H), 7.72 (dd, J = 13.5, 2.4 Hz, 1H), 7.61 - 7.53 (m, 2H), 7.45 - 7.35 (m, 2H), 7.11 (d, ] = 8.2
Hz, 1H), 6.88 (t,/ = 9.3 Hz, 1H), 6.68 (t,/ = 7.0 Hz, 1H). 13C NMR (75 MHz, DMS0-d6) 6 161.8 (d, J
= 2459 Hz), 161.7,160.8, 150.3 (d, ] = 239.3 Hz), 144.4, 143.6, 141.1 (d,/ = 12.2 Hz), 136.3 (d, ] =
2.9 Hz), 130.3 (d,J = 9.3 Hz), 129.2 (d, ] = 8.9 Hz), 120.4, 117.7 (d, ] = 3.7 Hz), 116.0 (d, / = 18.9
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Hz), 115.9 (d, ] = 3.9 Hz), 108.3 (d, ] = 23.0 Hz), 106.9. MS (ES+) m/z (%): 343.1 (100) [M+H]+.
HRMS (ESI) calculated for C1sH13N,03F, 343.0894; found 343.0902.

N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)-1-(4-
fluorophenyl)-2-o0xo-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (61)

F. N N
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Reaction was performed using general procedure B. Beige solid (231 mg, 84 %).

1H NMR (500 MHz, DMSO0-d6): 6=12.89 (s, 1H), 12.10 (s, 1H), 8.60 (dd, J=7.3, 2.0 Hz, 1H), 8.14
(dd, J=6.6, 2.0 Hz, 1H), 8.09-8.00 (m, 2H), 7.65-7.60 (m, 2H), 7.49 (d, ]=8.2 Hz, 1H), 7.43 (t, ]=8.8
Hz, 2H), 7.37 (t,]=8.7 Hz, 1H), 6.74 (t, ]=6.9 Hz, 1H), 6.42 (d, ]=5.5 Hz, 1H), 3.21-3.10 (sept, J]= 6.7
Hz, 1H), 1.36 (d, J=6.7 Hz, 6H); 13C NMR (126 MHz, DM0S-d6): 6=161.9 (d, ]=246 Hz), 161.8
161.6,160.2, 153.8, 153.5 (d, ]=246 Hz), 151.4, 145.0, 144.8, 144.2 (d, J]=16.5 Hz), 136.7 (d, ]=9.3
Hz), 136.2 (d, J=2.5 Hz), 129.3, 129.2, 124.2, 123.6, 120.1, 116.5, 116.1 (d, J]=23.1 Hz), 108.6 (d,
]=22.9 Hz), 107.0, 102.7, 28.6, 21.0; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C;7H2:N503F2: 502.1691
[M+H]*; found: 502.1710.

N-(4-((3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-
3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-o0xo-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (61a)
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In a round-bottom flask the N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-
yl)oxy)phenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-0xo0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (61) (0,20 mmol,
100 mg) is dissolved in dry DMF (1,5 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH (0,22
mmol, 1,1 eq., 9 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzyl bromide (0,22 mmol, 1,1 eq., 61 mg) was added. The solution is stirred at rt
overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken in water
and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgS0s, evaporated under
reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of DCM to
DCM/EtOH 2% to afford the desired product as a brown oil (42 mg, 30 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=12.00 (s, 1H), 8.75 (dd, J=7.2, 2.0 Hz, 1H), 8.10 (d, ]=5.6 Hz, 1H),
7.95 (dd, J=12.4, 2.0 Hz, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.64 (dd, J=6.6, 2.0 Hz, 1H), 7.46-7.33 (m, 3H), 7.27 (t,
J=8.4 Hz, 3H), 6.63 (t, ]=6.6 Hz, 1H), 6.46 (d, ]=4.9 Hz, 1H), 5.97 (s, 2H), 5.87 (s, 1H), 3.95 (s, 3H),
3.50 (s, 3H), 3.08 (sept, ]=6.8 Hz, 1H), 1.42 (d, ]=6.8 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=164.4,
162.5, 161.5, 161.1, 160.3, 156.0, 155.6, 154.1, 152.7, 150,4, 148.1, 145.3, 127.9, 124.5, 123.9,
233.0,117.0,116.7, 116.4, 109.8, 108.7, 107.3, 103.7, 56.5, 56.1, 43.5, 27.1, 21.5.
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Photophysical properties in DMSO : Amax = 342 nm, € = 36600 mol-1.L.cm.

N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3-((7-methoxy-2-oxo0-2H-chromen-4-yl)methyl)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-o0xo-1,2-dihydropyridine-3-
carboxamide (61b)
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In a round-bottom flask the N-(3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-
yl)oxy)phenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-o0xo0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (61) (0,20 mmol,
100 mg) is dissolved in dry DMF (1,5 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH (0,22
mmol, 1,1 eq., 9 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 4-bromomethyl-7-
methoxycoumarine (0,22 mmol, 1,1 eq., 59 mg) was added. The solution is stirred at rt
overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken in water
and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgSQ0s, evaporated under
reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of DCM to
DCM/EtOH 3% to afford the desired product as a white solid (18 mg, 13 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=11.99 (s, 1H), 8.75 (dd, J=7.1, 2.0 Hz, 1H), 8.08 (d, ]=5.6 Hz, 1H),
7.96 (dd, J=12.3, 2.0 Hz, 1H), 7.69-7.60 (m, 2H), 7.46-7.34 (m, 3H), 7.32-7.23 (m, 3H), 6.94 (dd,
J=8.7, 2.3 Hz, 1H), 6.88 (d, ]=2.3 Hz, 1H), 6.62 (t, ]=7.1 Hz, 1H), 6.47 (d, ]=5.6 Hz, 1H), 5.62 (s, 2H),
5.38 (s, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.07 (sept, J=6.7 Hz, 1H), 1.46 (d, ]=6.7 Hz, 6H); 3C NMR (75 MHz,
CDCls): 6=163.3, 162.6, 161.6, 160.6, 159.7, 155.9, 155.7, 150.1, 149.9, 145.4, 141.9, 136.0, 128.6,
124.7, 1243, 124.1, 122.2, 119.8, 117.1, 116.8, 116.6, 113.0, 110.9, 109.9, 109.6, 109.3, 107.4,
104.4,56.0, 42.2,27.3, 21.7.

Photophysical properties in DMSO : Anax = 327 nm, € = 36400 mol-1.L.cm-.

N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-
2-0x0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (62)

Reaction was performed using general procedure B. Light yellow solid (395 mg, 82 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO0-d6): §=13.38 (s, 1H), 11.99 (s, 1H), 8.55 (dd, J=7.3, 2.0 Hz, 1H), 8.48 (s,
1H), 8.22 (s, 1H), 8.09 (dd, ]=6.7, 2.0 Hz, 1H), 7.91 (d, ]=12.8 Hz, 1H), 7.58 (dd, ]=8.7, 4.9 Hz, 2H),
7.39 (t, ]=8.7 Hz, 2H), 7.28 (d, ]=8.3 Hz, 1H), 7.11 (t, ]=8.8 Hz, 1H), 6.70 (t, ]=6.7 Hz, 1H); 13C NMR
(75 MHz, DMSO-d6): 5=161.8 (, J=245.9 Hz), 161.8, 161.4, 152.4 (d, ]=244.2 Hz), 149.9, 149.7,
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146.3, 144.8, 144.0, 143.8, 139.6 (d, J=11.6 Hz), 136.2 (d, J=2.4 Hz), 135.5 (d, ]=8.9 Hz), 129.3 (d,
J=8.9 Hz), 126.2, 120.9, 120.2, 116.0 (d, J]=23.0 Hz), 115.7, 108.1 (d, J]=22.7 Hz), 107.0, 103.4;
HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C24H1sNsO3BrFa: 538.0326 [M+H]+; found: 538.0316.

N-(4-((6-bromo-3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-
fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-0xo0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (62a)
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In a round-bottom flask the N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-
fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (62) (0,28 mmol],
150 mg) is dissolved in dry DMF (1,5 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH (0,31
mmol, 1,1 eq., 12 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzyl bromide (0,31 mmol, 1,1 eq., 85 mg) was added. The solution is stirred at rt
overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken in water
and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgS0s, evaporated under
reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of DCM to
DCM/MeOH 2% to afford the desired product as a pale yellow solid (126 mg, 62 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): §=12.02 (s, 1H), 8.56 (dd, J=7.3, 2.2 Hz, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.27 (s,
1H), 8.11 (dd, J=6.6, 2.2 Hz, 1H), 7.93 (dd, J=13.2, 2.4 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.63-7.57 (m, 2H),
7.41 (, J=8.8 Hz, 2H), 7.31 (d, ]=8.8 Hz, 1H), 7.18 (t, ]=9.0 Hz, 1H), 6.82 (s, 1H), 6.72 (t, ]=6.9 Hz,
1H), 5.75 (s, 1H), 5.73 (s, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.70 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): 6=161.8,
161.4, 160.2, 158.7, 154.1, 153.0, 150.2, 148.9, 148.2, 146.6, 145.4, 144.9, 144.1, 140.3, 139.6,
139.4, 136.3, 136.2, 135.8, 135.7, 129.4, 129.2, 126.3, 125.1, 121.1, 120.2, 116.2, 115.9, 115.8,
112.7, 108.4, 107.0, 104.0, 56.1, 54.9, 44.3; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for CasH24NeO7BrFa:
733.0858 [M+H]"; found: 733.0872.

Photophysical properties in DMSO : Amax = 343 nm, &€ = 28800 mol-1.L.cm.

N-(4-((6-bromo-3-((7-methoxy-2-0xo0-2H-chromen-4-yl)methyl)-3H-imidazo[4,5-
b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo0-1,2-dihydropyridine-3-
carboxamide (62b)

OMe
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In a round-bottom flask the N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-
fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-o0xo-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (62) (0,41 mmol,
222 mg) is dissolved in dry DMF (1,5 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH (0,45
mmol, 1,1 eq., 18 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 4-bromomethyl-7-
methoxycoumarine (0,45 mmol, 1,1 eq., 122 mg) was added. The solution is stirred at rt
overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken in water
and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgSQ0s, evaporated under
reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of DCM to
DCM/MeOH 2% to afford the desired product as a pale yellow solid (135 mg, 45 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): §=12.04 (s, 1H), 8.59-8.55 (m, 2H), 8.41 (s, 1H), 8.11 (dd, ]=6.6,
2.1 Hz, 1H), 7.95 (dd, J=13.2, 2.3 Hz, 1H), 7.87 (d, ]=8.8 Hz, 1H), 7.65-7.55 (m, 2H), 7.41 (t, ]=8.8
Hz, 2H), 7.34 (dd, ]=9.0, 1.8 Hz, 1H), 7.26 (t, ]=9.0 Hz, 1H), 7.05 (d, J=2.4 Hz, 1H), 7.01 (dd, ]=8.8,
2.5 Hz, 1H), 6.72 (t, J=7.0 Hz, 1H), 5.76 (s, 2H), 5.53 (s, 1H), 3.87 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz,
DMS0-d6): §=162.7, 161.8, 161.5, 159.7, 155.0, 150.7, 150.4, 148.7, 146.9, 145.7, 144.9, 144.1,
139.5, 139.3, 136.3, 135.9, 135.8, 129.4, 129.2, 126.2, 125.7, 121.3, 120.2, 116.2, 115.9, 112.5,
110.5, 109.3, 107.0, 104.2, 101.1, 56.0, 43.2; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for CssHosNsO¢BrF,:
726.0800 [M+H]*; found: 726.0811.

Photophysical properties in DMSO : Anax = 326 nm, € = 34600 mol-1.L.cm-.

(7-(diethylamino)-2-0x0-2H-chromen-4-yl)methyl 6-bromo-7-(2-fluoro-4-(1-(4-
fluorophenyl)-2-o0xo0-1,2-dihydropyridine-3-carboxamido)phenoxy)-3H-imidazo[4,5-
b]pyridine-3-carboxylate (62c)

NEt,

N-(4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-
1,2-dihydropyridine-3-carboxamide (62) (0,14 mmol, 75 mg) and benzyl (4-nitrophenyl)
carbonate (90) (0,28 mmol, 2 eq., 115 mg) were dissolved in THF (0,5 mL). Triethylamine (0,17
mmol, 1,2 eq., 23 pL) and a few crystals of DMAP were added. The solution was stirred at rt
overnight. The solvent was evaporated and the residue was triturated in DCM, filtrated and
washed with DCM to afford the desired product as a yellow solid (8 mg, 7 %).

1H NMR (360 MHz, CDCls): §=11.96 (s, 1H), 8.74 (dd, J=7.3, 2.2 Hz, 1H), 8.70 (s, 1H), 8.34 (s, 1H),
7.92 (dd, J=12.7, 2.5 Hz, 1H), 7.63 (dd, ]=6.6, 2.2 Hz, 1H), 7.43-7.35 (m, 3H), 7.32-7.28 (m, 2H),
7.14 (t, ]=8.7 Hz, 1H), 6.64-6.58 (m, 2H), 6.54 (d, J=2.5 Hz, 1H), 6.50 (t, J=1.1 Hz, 1H), 5.63 (d,
J=1.1 Hz, 2H), 3.43 (q, J=7.1 Hz, 4H), 1.22 (t, J=7.1 Hz, 6H); 13C NMR (91 MHz, CDCls): §=162.6,
161.7, 161.5, 156.5, 152.4, 151.0, 149.6, 147.9, 147.4, 146.9, 145.2, 142.0, 141.8, 136.5, 136.0,
128.6, 128.5, 127.9, 124.5, 122.3, 121.2, 117.2, 116.9, 115.9, 115.8, 109.5, 109.2, 108.9, 107.7,
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107.4, 105.6, 98.1, 65.3, 44.9, 12.6; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for CaoHzoNsO7BrFy: 811.1327
[M+H]*; found: 811.1315.

Photophysical properties in DMSO : Amax = 360 nm, € = 30900 mol-L.L.cm-L

6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridine (64)

Br N
IN/ N\>
H
2,3-diamino-5-bromopyridine (26,6 mmol, 5 g) were dissolved in trimethylorthoformiate (798
mmol, 30 eq., 87 mL). HCI 37% (53,2 mmol, 2 eq., 5,3 mL) were added dropwise. After addition,
the solution was stirred overnight at rt. The reaction mixture was neutralized with NaOH 3M
solution. The solution was extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous
MgSO0,, evaporated under reduced pressure to obtain the desired product without further
purification as a brown solid (4,8 g, 91 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): 6=8.47 (s, 1H), 8.41 (d, J]=1.6 Hz, 1H), 8.27 (d, ]=1.6 Hz, 1H).
Spectroscopic data were in agreement with those reported in the literature.>

6-bromo-7-chloro-3H-imidazo[4,5-b]pyridine (65a)

Cl

To a mixture of 6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridine (24,6 mmol, 4,86 g) in AcOH was added m-
chloroperbenzoic acid (49.1 mmol, 2 eq., 12,11 g). The reaction mixture was stirred at RT for 3 d
then filtered through a sintered glass disk to afford a first fraction of 6-bromo-3H-imidazo[4,5-
b]pyridine 4-oxide. The filtrate was concentrated under reduced pressure, taken in AcOEt and
filtered again to render a second fraction of the N-oxide. The combined fractions of 6-bromo-3H-
imidazo[4,5-b]pyridine 4-oxide were taken in AcOEt and the resulting suspension was refluxed
for 1 h. Subsequent filtration through sintered glass disk afforded 6-bromo-3H-imidazo[4,5-
b]pyridine-4-oxide with no trace of benzoic acid. The solid was distributed in microwave tubes
in 500 mg portions and POCI3 (2 mL) was added in each tube. The reaction mixture was heated
under microwave irradiation at 80 °C for 10 min. Subsequently, the reaction mixture was poured
on ice, neutralized with a 3 M NaOH aqueous solution and the aqueous layer was extracted with
AcOEt. The combined organic layers were dried with anhydrous MgS04 and concentrated under
reduced pressure to give the desired product as an inseparable mixture (ratio 85:15) with the 5-
chloro-3H-imidazo[4,5-b]pyridine isomer (beige solid, 3,3 g, 65 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO0-d6): §=8.51 (s, 2H), 8.46 (s, 0.33H, 5-Cl isomer); 13C NMR (75 MHz,
DMSO0-d6): 6=146.6, 145.8, 145.5, 142.3, 133.7, 133.2, 132.3, 130.4, 128.8, 127.8, 113.1, 111.1;
HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C¢HsNCIBr: 231.9277 [M+H]*; found: 231.9287.

6-bromo-7-chloro-3-(2-nitrobenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridine (67a)
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In a round-bottom flask the 6-bromo-7-chloro-3H-imidazo[4,5-b]pyridine (65a) (1,08 mmol,
250 mg) is dissolved in dry DMF (8 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH (1,18
mmol, 1,1 eq., 47 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 2-nitrobenzyl
bromide (1,18 mmol, 1,1 eq., 203 mg) was added. The solution is stirred at rt overnight. The
solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken in water and extracted
with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgS0O,, evaporated under reduced
pressure and purified by column chromatography using a gradient of cyclohexane to
cyclohexane/EtOAc 50% to afford the desired product as a beige solid (172 mg, 43 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.51 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.55 (qtd, J=7.6, 1.5 Hz, 2H), 7.17 (dd,
J=7.6, 1.5 Hz, 1H), 5.89 (s, 2H).

4-((6-bromo-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluoroaniline (69)
F NH,
ST

N
NTOR

tert-butyl (4-((2-amino-5-bromo-3-nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (83) (2,26
mmol, 1 g) was dissolved in EtOH (10 mL) under Ar atmosphere. Acetic acid (9,0 mmol, 4 eq. 0,5
mL) is added dropwise. After addition, zinc powder (9,0 mmol, 4 eq., 0,59 g) is added
portionwise. The reaction mixture is stirred at rt 30 min, then filtered on a celite plug, washed
with ethanol. The filtrate is evaporated, dissolved in EtOAc and washed with NH4OH solution.
The organic layer is dried over anhydrous MgS0Os, evaporated under reduced pressure. The
crude is dissolved in trimethylorthoformiate (67,7 mmol, 30 eq., 7,4 mL) and HCl 37% (4,5
mmol, 2 eq., 0,45 mL) is added dropwise. The solution is stirred at rt overnight. HCI 37% is then
added until complete deprotection of the aniline (follow-up by TLC). The solution is neutralized
with NaOH 3M solution and extracted with EtOAc. The organic layer is dried over anhydrous
MgS04, evaporated under reduced pressure and purified by column chromatography using a
gradient of DCM to DCM/MeOH 5% to afford the desired product as a beige solid (294 mg, 40
%).

1H NMR (300 MHz, CDs0D): 6=8.47 (s, 1H), 8.13 (s, 1H), 6.80 (t, ]=8.9 Hz, 1H), 6.55 (dd, J=12.9,
2.6 Hz, 1H), 6.42 (ddd, ]=8.9, 2.6, 1.3 Hz, 1H).

methyl 1-(4-fluorophenyl)-2-o0x0-1,2-dihydropyridine-3-carboxylate (71)
-~

MeO N
O O \©\F

To a solution of commercial methyl-2-oxo-2H-pyran-3-carboxylate 57 (7 g, 45.4 mmol) in DMF
(20 mL), was added dropwise under argon atmosphere the commercial p-fluoroaniline 58 (4.5
mL, 46.8 mmol). The resulting mixture was stirred at 0 °C for 7 h before EDCI (11.3 g, 59 mmol)
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and DMAP (1.39 g, 11.4 mmol) were added. After stirring at RT for 12 h, the reaction mixture
was concentrated under reduced pressure and the resulting brown oil was extracted with AcOEt,
washed with brine and dried on MgS04. Solvent was evaporated and crude product was purified
by chromatography using a gradient of cyclohexane to AcOEt to give the corresponding product
as a beige solid (7.8 g, 69 %).

1H NMR (300 MHz, DMS0-d6) 6 =8.10 (d, /= 5.7 Hz, 1H), 7.93 (d, ] = 5.4 Hz, 1H), 7.49 - 7.32 (m,
4H), 6.39 (m, 1H), 3.73 (s, 3H). MS (ES+) m/z (%): 247.9 (100) [M+H]+. Spectroscopic data were
in agreement with those reported in the literature.5°

N-(4-((2-amino-3-nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-
dihydropyridine-3-carboxamide (72)

X
H |
O o © F
\NO;
|

N NH,

N-(3-fluoro-4-hydroxyphenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-o0xo-1,2-dihydropyridine-3-carboxamide
(41) (1,9 mmol, 1,1 eq., 651 mg) was dissolved in dry DMF (4,5 mL) under argon. ¢t-BuOK (2,0
mmol, 1,1 eq.,, 223 mg) was added and the solution was stirred at rt for 1 h. 2-amino-4-chloro-3-
nitropyridine (1,7 mmol, 300 mg) was added and the reaction mixture was heated at 70°C
overnight. The solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was triturated in
EtOAc and filtered to afford the desired product without further purification as a beige solid
(632 mg, 76 %).

1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): §=12.11 (s, 1H), 8.57 (dd, J=7.3, 2.2 Hz, 1H), 8.12 (dd, ]=6.6, 2.2
Hz, 2H), 8.07-7.96 (m, 2H), 7.65-7.55 (m, 4H), 7.24 (s, 2H), 6.72 (t, ]=7.0 Hz, 1H), 6.00 (dd, J=5.7,
1.0 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, DMS0-d6): §=161.9 (d, J]=246.2 Hz), 161.7 (d, ]=9.6 Hz), 158.5,
153.9, 153.5, 153.1 (d, ]=246.2 Hz), 145.1, 144.3, 137.5 (d, ]=12.9 Hz), 129.3 (d, ]=8.9 Hz), 123.7,
121.1, 120.1, 116.6, 116.3, 116.0, 108.8, 108.5, 107.1, 99.3; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for
C23H16N50sF2: 480.1120 [M+H]*; found: 480.1119.

N-(4-((2,3-diaminopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-
oxopiperidine-3-carboxamide (74)

H
(@) © © F
x NH,
»

N >NH,

N-(4-((2-amino-3-nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)-1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-

dihydropyridine-3-carboxamide (72) (0,42 mmol, 200 mg) was solubilized in EtOH (5 mL)
under argon atmosphere. Pd/C 10 % (0,08 mmol, 0,2 eq. 89 mg) was added. The solution was
purged with H; and stirred under H; atmosphere at rt overnight. The solution was filtered on a
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celite plug, washed with EtOH. The filtrate was evaporated and purified by column
chromatography using a gradient of DCM to DCM/MeOH 2% to afford the desired product as a
beige solid (40 mg, 20 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=10.18 (s, 1H), 7.72 (dd, J=12.3, 2.4 Hz, 1H), 7.45 (d, ]=6.0 Hz, 1H),
7.30-7.08 (m, 6H), 7.01 (t, ]=8.7 Hz, 1H), 6.04 (d, ]=6.0 Hz, 1H), 3.70-3.64 (m, 2H), 2.24-1.96 (m,
4H).

tert-butyl  (4-((3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-
fluorophenyl)carbamate (75a)

F@/NHBOC
(@)

\N
0D

N N

MeO
NO,

MeO

In a round-bottom flask the 4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluoroaniline (35) (1,42
mmol, 490 mg) is dissolved in dry DMF (10,5 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH
(1,57 mmol, 1,1 eq., 63 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 4,5-
dimethoxy-2-nitrobenzyl bromide (1,57 mmol, 1,1 eq. 432 mg) was added. The solution is
stirred at rt overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken
in water and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgSO,
evaporated under reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of
cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 60 % to afford the desired product as a beige solid (286 mg,
37 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.25-8.16 (m, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.54 (dd, J=12.4, 1.9 Hz, 1H), 7.20
(t, ]=8.7 Hz, 1H), 7.05 (d, ]=8.7 Hz, 1H), 6.82 (s, 1H), 6.75 (s, 1H), 6.51 (d, ]=6.5 Hz, 1H), 5.88 (s,
2H), 3.95 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 1.53 (s, 9H); 13C NMR (75 MHz, CDCl): 8=156.6, 153.8, 152.6,
149.7, 148.7, 146.2, 143.3, 140.3, 137.4 (d, ]=9.9 Hz), 136.3 (d, ]=12.6 Hz), 126.4, 125.4, 123.7,
114.5,112.3, 108.4, 108.1, 107.8, 103.9, 81.3, 56.6, 56.5, 44.9, 28.4; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd
for C26H27N507F: 540.1895 [M+H]+; found: 540.1891.

tert-butyl (3-fluoro-4-((3-((7-methoxy-2-ox0-2H-chromen-4-yl)methyl)-3H-imidazo[4,5-
b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)carbamate (75b)
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In a round-bottom flask the 4-((3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluoroaniline (35) (0,58
mmol, 200 mg) is dissolved in dry DMF (4 mL). The solution was cooled down to 0°C and NaH
(0,64 mmol, 1,1 eq. 26 mg). The reaction mixture is stirred at 0°C for 30 min before 4-
bromométhyl-7-methoxycoumarine (0,63 mmol, 1,1 eq., 172 mg) was added. The solution is
stirred at rt overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was taken
in water and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgSO,
evaporated under reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of
DCM to DCM/MeOH 2 % to afford the desired product as a beige solid (116 mg, 37 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.23 (d, J=5.5 Hz, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.65-7.53 (m, 2H), 7.27-7.18 (m,
1H), 7.06 (d, ]=8.9 Hz, 1H), 6.95-6.85 (m, 2H), 6.62 (s, 1H), 6.56 (d, J=5.5 Hz, 1H), 5.73 (s, 1H),
5.63 (s, 2H), 3.90 (s, 3H), 1.54 (s, 9H).

4-((3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-fluoroaniline
(76a)

tert-butyl (4-((3-(4,5-dimethoxy-2-nitrobenzyl)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)-3-
fluorophenyl)carbamate (75a) (0,44 mmol, 240 mg) was dissolved in DCM (5 mL) at 0°C. TFA
(67 mmol, 150 eq., 5 mL) was added dropwise. The solution was stirred at rt for 1h. The solution
was diluted with water and neutralized with NaOH 3M solution and extracted with DCM. The
organic layer was dried over anhydrous MgSO. and evaporated to give the desired product
without further purification as a beige solid (196 mg, 100 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8=8.23-8.17 (m, 2H), 7.72 (s, 1H), 7.06 (t, ]=8.6 Hz, 1H), 6.80 (s, 1H),
6.57-6.44 (m, 3H), 5.87 (s,2H), 3.94 (s, 3H), 3.75 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=157.2,
155.1, (d, J=248.4 Hz), 153.8, 149.5, 148.7, 146.2, 145.8 (d, J]=9.5 Hz), 143.1, 140.3, 132.7 (d,
J=13.1 Hz), 126.5, 125.4, 124.3, 112.3, 111.0 (d, J]=2.9 Hz), 108.4, 103.8, 103.6, 103.5, 56.6, 56.5,
44.8; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C21H1oNsOsF: 440.1370 [M+H]*; found: 440.1366.

4-((7-(4-amino-2-fluorophenoxy)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-3-yl)methyl)-7-methoxy-2H-
chromen-2-one (76b)
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tert-butyl (3-fluoro-4-((3-((7-methoxy-2-oxo-2H-chromen-4-yl)methyl)-3H-imidazo[4,5-
b]pyridin-7-yl)oxy)phenyl)carbamate (75b) (0,21 mmol, 111 mg) was dissolved in DCM (2,3
mL) at 0°C. TFA (31 mmol, 150 eq., 2,3 mL) was added dropwise. The solution was stirred at rt
for 1h. The solution was diluted with water and neutralized with NaOH 3M solution and
extracted with DCM. The organic layer was dried over anhydrous MgSO4 and evaporated to give
the desired product without further purification as a beige solid (72 mg, 81 %).

1H NMR (300 MHz, DMS0-d6): §=8.50 (s, 1H), 8.19 (d, ]=5.6 Hz, 1H), 7.94 (d, ]=8.8 Hz, 1H), 7.13-
7.00 (m, 3H), 6.59-6.41 (m, 3H), 5.82-5.73 (m, 2H), 5.47 (s, 2H), 3.88 (s, 3H).

1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carboxylic acid (77)
o
HO. N

A solution of methyl 1-(4-fluorophenyl)-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carboxylate (71) (7.8 g,
31.4 mmol) in THF (39 mL) at RT was treated with a 1 M LiOH aqueous solution (55 mL) for 3 h.
The mixture was then concentrated under reduced pressure, extracted with AcOEt and the pH
was adjusted to 2 by adding 1 M HCI aqueous solution. The organic layer was dried on MgS04
and concentrated under reduced pressure to give the corresponding product as a beige solid
(7.0 g, 95 %) without further purification. 1H NMR (300 MHz, DMS0-d6) & 8.47 (d, / = 5.7 Hz,
1H), 8.19 (d, / = 4.9 Hz, 1H), 7.65 - 7.52 (m, 2H), 7.47 - 7.33 (m, 2H), 6.77 (t,] = 6.6 Hz, 1H). MS
(ES+) m/z (%): 256.0 (100) [M+Na]+. Spectroscopic data were in agreement with those reported
in the literature.>°

tert-butyl (3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-
yl)oxy)phenyl)carbamate (78)

Fi©/NHBoc
O
N
DR
-
N
NTOH

tert-butyl (4-((2,3-diaminopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (34) (0,30 mmol, 100
mg) was dissolved in ethanol (2 mL). Isobutyraldehyde (0,39 mmol, 1,3 eq., 35 pL) was added
and the reaction mixture was refluxed for 60 h. The solution was diluted with water and
extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgSO,, evaporated under
reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of cyclohexane to
cyclohexane/EtOAc 30% to afford the desired product as a brown oil (64 mg, 55 %).
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1H NMR (300 MHz, CDCls): §=13.86 (s, 1H), 8.14 (d, J=5.8 Hz, 1H), 7.54 (d, J=12.5 Hz, 1H), 7.19 (t,
J=8.6 Hz, 1H), 7.06 (d, ]=8.3 Hz, 1H), 6.93 (s, 1H), 6.43 (dd, J=5.8, 1.6 Hz, 1H), 3.38 (sept, ]=7.0 Hz,
1H), 1.55 (d, J=7.0 Hz, 6H), 1.53 (s, 9H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=; HRMS (ESI-TOF): m/z
calcd for CaoH24N403F: 387.1832 [M+H]*; found: 387.1824.

3-fluoro-4-((2-isopropyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-yl)oxy)aniline (79)

F. : NH,

(0]

N
(e

H

tert-butyl (4-((2,3-diaminopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (34) (1,6 mmol, 543
mg), isobutyric acid (1,9 mmol, 1,2 eq., 181 uL) and polyphosphoric acid (~ 5 g) were placed in a
sealed tube. The mixture was stirred at 150°C for 4 h. The reaction mixture was diluted with
water and extracted with EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgS0s, evaporated

under reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of DCM to
DCM/MeOH 5% to afford the desired product as a brown solid (255 mg, 55 %).

1H NMR (300 MHz, CDs0D): §=8.07 (d, ]=5.7 Hz, 1H), 7.01 (t, J=8.8 Hz, 1H), 6.60 (dd, J=12.6, 2.5
Hz, 1H), 6.54 (ddd, ]=8.8, 2.5, 0.9 Hz, 1H), 6.42 (dd, ]=5.7, 0.9 Hz, 1H), 3.26 (sept, J]=7.0 Hz, 1H),
1.44 (d, J]=7.0 Hz, 6H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=156.4 (d, ]=245.3 Hz), 149.3 (d, ]=9.8 Hz),
145.8, 132.3 (d, J=12.8 Hz), 125.0 (d, J=2.1 Hz), 112.0 (d, J=2.8 Hz), 104.1, 103.8, 103.7, 30.5,
21.6.

2-isopropyl-N,N-dimethyl-3H-imidazo[4,5-b]pyridin-7-amine (81)
\N/
N
C
N7 H>_<

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.00 (d, ]=5.9 Hz, 1H), 6.27 (d, J=5.9 Hz, 1H), 3.28 (sept, ]=7.0 Hz,
1H), 1.51 (d, J=7.0 Hz, 6H).

5-bromo-4-chloro-3-nitropyridin-2-amine (82)

2-amino-4-chloro-3-nitropyridine (31) (28,8 mmol, 5 g) were dissolved in dry acetonitrile (150
mL). N-bromosuccinimide (34,8 mmol, 1,2 eq. 6,2 g) were added portionwise. The reaction
mixture was stirred at 80°C for 1 h. The solvent was removed under reduced pressure and the
crude was directly purified by column chromatography using DCM as eluent to afford the
desired product as a brown solid (6,9 g, 95 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.36 (s, 1H), 5.83 (br s, 2H).
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tert-butyl (4-((2-amino-5-bromo-3-nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate
(83)

Fj©/NHBoc
(@)

Bra A NO;

N NH,

tert-butyl (3-fluoro-4-hydroxyphenyl)carbamate (32) (2,2 mmol, 1,1 eq., 495 mg) was dissolved
in dry DMF (11 mL) under argon. t-BuOK (2,2 mmol, 1,1 eq., 256 mg) was added and the solution
was stirred at rt for 1 h. 5-bromo-4-chloro-3-nitropyridin-2-amine (82) (2,0 mmol, 500 mg) was
added and the reaction mixture was heated at 70°C overnight. The solvent was evaporated
under reduced pressure. The crude was dissolved in EtOAc and washed with saturated Na;COs
solution. The organic layer was dried over anhydrous MgS04, evaporated under reduced
pressure and purified by column chromatography using DCM as eluent to afford the desired
product as a yellow solid (529 mg, 60 %).

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.36 (s, 1H), 7.46 (dd, ]=13.3, 2.2 Hz, 1H), 6.91 (d, ]=8.6 Hz, 1H),
6.74 (t, ]=8.6 Hz, 1H), 6.46 (s, 1H), 6.11 (s, 2H); HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C16H17N4OsFBr:
443.0366 [M+H]*; found: 443.0365.

tert-butyl (4-((2,3-diamino-5-bromopyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (84)

FKJ/ NHBoc
(0]

Bro_ A NH2

N”>NH,

tert-butyl (4-((2-amino-5-bromo-3-nitropyridin-4-yl)oxy)-3-fluorophenyl)carbamate (83) (0,22
mmol, 100 mg) was dissolved in EtOH (1 mL). HCI 37 % (0,74 mmol, 3.3 eq., 75 pL) is added
dropwise, then iron powder (0,72 mmol, 3.2 eq., 40 mg) is added. The solution is stirred at 50°C
for 30 min. The solution is diluted with water, filtrated on a silica plug and washed with EtOH.
The filtrate is evaporated, the crude is solubilized in EtOAc and neutralized with NaOH 3M
solution. The organic phase is dried over anhydrous MgS04, evaporated under reduced pressure
and purified by column chromatography using a gradient of DCM to DCM/EtOH 3% to afford the
desired product as a colorless oil (48 mg, 51%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=7.76 (s, 1H), 7.48 (d, J=12.6 Hz, 1H), 6.81 (d, ]=8.8 Hz, 1H), 6.68 (s,
1H), 6.57 (t, ]=8.8 Hz, 1H), 4.46 (br s, 2H), 3.53 (br s, 2H), 1.51 (s, 9H); 13C NMR (75 MHz, CDCls):
§=152.7, 151.9 (d, J=246.4 Hz), 150.1, 144.7, 139.9, 139.8, 139.1 (d, J=11.4 Hz), 134.4 (d, ]=9.3
Hz), 124.2, 116.2, 114.1, 108.3 (d, ]=24.0 Hz), 104.5, 81.0, 28.3.

benzyl 5-chloro-3H-imidazo[4,5-b]pyridine-3-carboxylate (89)
SN
c/@ N>
&=°

v
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5-chloro-3H-imidazo[4,5-b]pyridine (86) (0,32 mmol, 50 mg) and benzyl (4-nitrophenyl)
carbonate (90) (0,36 mmol, 1,1 eq., 98 mg) were dissolved in THF (1 mL). Triethylamine (0,39
mmol, 1,2 eq., 54 pL) and a few crystals of DMAP were added. The solution was stirred at 65°C
for 1,5h. 10 mL of saturated NH4Cl solution were added and the solution was extracted with
EtOAc. The organic layer was dried over anhydrous MgS04, evaporated under reduced pressure
and purified by column chromatography using a gradient of cyclohexane to cyclohexane/EtOAc
40 % to afford the desired product as a brown solid (54 mg, 58 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.68 (s, 1H), 8.23 (d, ]=8.5 Hz, 1H), 7.55-7.40 (m, 5H), 7.35 (d, ]=8.5
Hz, 1H), 5.53 (s, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 8=155.9, 148.5, 148.0, 144.6, 133.6, 129.6, 129.1,
129.0,125.0,123.2, 121.1, 70.7.

benzyl (4-nitrophenyl) carbonate (90)
o NO,
@AO%@

To a solution of benzyl alcohol (4,8 mmol, 0,5 mL) and trimethylamine (7,2 mmol, 1,5 eq., 1 mL)
in dry THF (10 mL) was added a solution of 4-nitrophenylchloroformate (4,8 mmol, 1 eq., 973
mg) in THF (10 mL) dropwise. After stirring at rt for 15 min the solution was filtered. The
residue was dissolved in DCM, washed with 0,1 M K;COs solution. The organic layer was dried
over anhydrous MgS0., evaporated under reduced pressure and purified by column
chromatography using a gradient of cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 20% to afford the
desired product as a yellow solid (768 mg, 58 %).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.29 (d, J=9.2 Hz, 2H), 7.54-7.33 (m, 7H), 5.32 (s, 2H). Data were in
agreement with those reported in the literature.13!

(E)-7-(diethylamino)-4-(2-(dimethylamino)vinyl)-2H-chromen-2-one (92)

\N/

—
X
Et,N o Yo

In a sealed tube under argon atmosphere, 7-(diethylamino)-4-methyl-2H-chromen-2-one (91)
(4,3 mmol, 1 g) and DMFDMA (4,3 mmol, 1 eq., 0,58 mL) in solution in dry DMF (0,5 mL) were
stirred at 140°C overnight. The solvent was removed under reduced pressure. The residue was
suspended in cyclohexane, filtered on a sintered glass, washed with Et;0 and dried under
vacuum to afford the desired product as a brown solid (1,17 g, 94 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=7.53 (d, ]=9.0, 1H), 7.23 (d, J=13.0 Hz, 1H), 6.56 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
6.50 (d, J=2.3 Hz, 1H), 5.86 (s, 1H), 5.23 (d, J=13.0 Hz, 1H), 3.41 (q, J]=7.0 Hz, 4H), 3.00 (s, 6H),
1.20 (t, J=7.0 Hz, 6H). ). Data were in agreement with those reported in the literature.132

7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (94)
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OH

@(&
Et,N 0”0

(E)-7-(diethylamino)-4-(2-(dimethylamino)vinyl)-2H-chromen-2-one (92) (4,1 mmol, 1,17 g)
was dissolved in THF/DCM 5:1 (15 mL). NalO4 (12,3 mmol, 3 eq., 2,62 g) in solution in water (12
mL) was added and the solution was stirred at rt for 2 h. The solution was filtered on a celite
plug. The filtrate was partially concentrated under reduced pressure, then extracted with DCM.
The organic layer was dried over anhydrous MgSO4 and evaporated under reduced pressure.
The crude was dissolved in MeOH (20 mL) at 0°C, and NaBH4 (4,9 mmol, 1,2 eq., 185 mg) was
added portionwise. The resulting mixture was allowed to warm up to rt and stirred overnight.
The solution was quenched with an HCI solution (1M) and MeOH was partially evaporated. The
pH was adjusted to 6 by addition of aqueous saturated NaHCO3 solution, then the aqueous layer
was extracted with DCM. The combined organic layers were dried over anhydrous MgSOs,
evaporated under reduced pressure and purified by column chromatography using a gradient of
cyclohexane to cyclohexane/EtOAc 50 % to afford the desired product as a brown solid (561 mg,
56 % over 2 steps).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.33 (d, ]=8.9 Hz, 1H), 6.57 (dd, ]=8.9, 2.6 Hz, 1H), 6.52 (d, ]=2.6 Hz,
1H), 6.26 (s, 1H), 4.85 (dd, ]=6.2, 1.4 Hz, 2H), 3.42 (q, J]=7.1 Hz, 4H), 1.91 (t, J=6.2Hz, 1H), 1.21 (¢,
J=7.1Hz, 6H). Data were in agreement with those reported in the literature.6>

(7-(diethylamino)-2-0xo0-2H-chromen-4-yl)methyl (4-nitrophenyl) carbonate (95)

O
Et,N o Yo

To a solution of 7-(diethylamino)-4-(hydroxymethyl)-2H-chromen-2-one (94) (3,4 mmol, 845
mg) and trimethylamine (5,1 mmol, 1,5 eq., 0,71 mL) in dry THF (7 mL) was added a solution of
4-nitrophenylchloroformate (5,1 mmol, 1.5 eq., 1,03 g) in THF (7 mL) dropwise. After stirring at
rt for 15 min the solution was filtered. The residue was dissolved in DCM, washed with 0,1 M
K,CO3 solution. The organic layer was dried over anhydrous MgS04, evaporated under reduced
pressure and purified by column chromatography using a gradient of cyclohexane to
cyclohexane/EtOAc 20% to afford the desired product as a yellow solid (1,09 g, 77 %).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.32 (d, J=9.1 Hz, 2H), 7.43 (d, J=9.1 Hz, 2H), 7.32 (d, J=9.0 Hz, 1H),
6.62 (dd, ]=9.0, 2.5 Hz, 1H), 6.52 (d, J=2.5 Hz, 1H), 6.24 (s, 1H), 5.41 (d, J=1.3 Hz, 2H), 3.44 (q,
J=7.1 Hz, 4H), 1.23 (t, J=7.1 Hz, 6H); 3C NMR (75 MHz, CDCls): 6=161.7, 156.5, 153.3, 151.0,
147.8,145.8,125.7, 124.4, 121.9, 108.9, 107.1, 105.7, 98.1, 65.9, 45.0, 12.3.

2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (108a)

ZaA

-

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (106 mg, 68%).
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1H NMR (300 MHz, CDCls): 8= 8.27 (d, ] = 6.8 Hz, 1H), 8.24 - 8.19 (m, 2H), 7.74 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.48 - 7.30 (m, 4H), 7.25 - 7.09 (m, 3H), 7.00 (m, 2H), 6.86 (td, ] = 7.5, 0.7 Hz ,1H); 13C NMR (75
MHz, CDCls): §=151.5, 147.2, 135.3, 133.4, 129.5, 128.7, 128.5, 128.5, 126.8, 126.1, 125.6, 124.6,
117.7,113.2, 106.3; MS (ES+): m/z (%) = 302.7 (100) [M + H]*.

2-phenyl-3-(p-tolylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (108b)

/ /N

S

o

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (113 mg, 77%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.28 (d, ] = 6.8 Hz, 1H), 8.21 (d, ]=7.0 Hz, 2H), 7.72 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.46-7.29 (m, 4H), 7.02 (d, ]=8.2 Hz, 2H), 6.91 (d, J]=8.2 Hz, 2H), 6.85 (t, J=6.5 Hz, 1H), 2.26 (s,
3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=151.2, 147.0, 136.0, 133.5, 131.5, 130.2, 128.6, 128.4, 128.4,
126.6 125.8, 124.5,117.6, 113.0, 106.8, 20.9; MS (ES+): m/z (%) = 316.8 (100) [M + H]~.

3-((4-methoxyphenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108c)

N
\N&

S

o

MeO
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (139 mg, 81%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.32 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.24 (d, ]=7.1 Hz, 2H), 7.71 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.49 - 7.27 (m, 4H), 6.99 (d, ]=8.8 Hz, 2H), 6.87 (t, ]=6.6 Hz, 1H), 6.76 (d, ]=8.8 Hz, 2H) , 3.73 (s,
3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=158.6, 150.9, 147.0, 133.6, 128.6, 128.5, 128.5, 128.0, 126.6,
125.5,124.6,117.7,115.2, 113.1, 107.9, 55.4; MS (ES+): m/z (%) = 332.8 (100) [M + H]*.

3-((4-fluorobenzyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108d)

NN

S

.

F
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (120 mg, 73%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8= 8.28 (d, ] = 6.8 Hz, 1H), 8.25 - 8.16 (m, 2H), 7.73 (d, ] = 9.1 Hz, 1H),
7.51 - 7.30 (m, 4H), 7.05 - 6.83 (m, 5H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 8=161.5 (d, Jor = 246.0 Hz),
151.3,147.1, 133.3, 130.1 (d, Jor = 3.1 Hz), 128.7, 128.5, 128.3, 127.6 (d, Jer = 7.9 Hz), 126.7,
124.3,117.7,116.6 (d, Jer = 22.2 Hz), 113.2, 106.6; MS (ES+): m/z (%) = 320.7 (100) [M + H]*.

3-((4-chlorophenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108e)
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/ /N

S

=

Cl
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (90 mg, 52%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8=8.23 (d, J=6.8 Hz, 1H), 8.18 (d, ]=7.0 Hz, 2H), 7.73 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.49 - 7.28 (m, 4H), 7.16 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.92-6.84 (m, 3H) 3C NMR (75 MHz, CDCls): §=151.7,
147.3,133.8,133.2, 132.1, 129.7, 128.8, 128.6, 128.4, 126.9, 126.9, 124.4, 117.9, 113.3, 105.8; MS
(ES+): m/z (%) = 336.8 (100) [M + H]".

2-phenyl-3-((4-(trifluoromethyl)phenyl)thio)imidazo[1,2-a]pyridine (108f)

=N
\Nw

S

o

F4C
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (106 mg, 56%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.23 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.15 (d, ]=6.8 Hz, 2H), 7.77 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.47-7.35 (m, 6H), 7.06 (d, ]=8.2 Hz, 2H), 6.92 (t, ]=6.8 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls):
§=152.2,147.5,140.6,133.1,129.0, 128.6, 128.4,128.1, 127.2, 126.4 (q, Jer = 3.7 Hz), 125.3,
124.4,124.1 (d, Jor = 271.9 Hz), 118.0, 113.6 , 104.6; MS (ES+): m/z (%) = 370.8 (100) [M + H]*.

2-phenyl-3-(o-tolylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (108j)

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (106 mg, 65%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): §=8.22 - 8.13 (m, 3H), 7.76 (d, ]=9.0 Hz, 1H), 7.46-7.32 (m, 4H), 7.20
(d, J=7.4 Hz, 1H), 7.05 (t, ]=7.4 Hz, 1H), 6.89 (dt, ]=13.7, 7.2 Hz, 1H), 6.42 (d, ]=7.8 Hz, 1H), 2.52
(s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=151.7, 147.2, 134.9, 134.1, 133.4, 130.7, 128.6, 128.4, 128.4,
127.0,126.7,125.7, 124.5, 124.1, 117.7, 113.1, 105.6, 19.9; MS (ES+): m/z (%) = 316.8 (100) [M
+ HJ*.

3-((2-methoxyphenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108k)

=N

S

Q\OMe
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Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (77 mg, 45%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.27 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.19 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.74 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.48 - 7.29 (m, 4H), 7.12 (td, ]=7.7 Hz, 1.3 Hz, 1H), 6.91-6.84 (m, 2H), 6.69 (t, ]=8.0 Hz, 1H), 6.39
(dd, J=7.7, 1.3 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=156.2, 151.9, 147.4, 133.5,
128.6, 128.5, 127.0, 126.7, 125.6, 124.9, 123.4, 121.7, 117.7, 113.0, 110.9, 105.4, 56.0; MS (ES+):
m/z (%) = 332.8 (100) [M + H]*.

3-((2-fluorophenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108l)

Reaction was performed using general procedure D. Pink solid (115 mg, 70%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 8= 8.30 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.20 (d, ]=7.0 Hz, 2H), 7.75 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.47-7.33 (m, 4H), 7.18 - 7.02 (m, 2H), 6.94 - 6.82 (m, 2H), 6.61 - 6.49 (td, ]=7.7 Hz, 1.0 Hz, 1H);
13C NMR (75 MHz, CDCls): §=159.7 (d, ] = 244.9 Hz), 152.1, 147.4,133.2,128.8, 128.5, 128.4,
127.8 (d,] = 7.3 Hz), 127.3 (d, Jer = 2.2 Hz), 126.9, 125.1 (d, Jor = 3.4 Hz), 124.6 , 122.4 (d, Jor =
17.1 Hz), 117.8, 116.0 (d, Jer = 20.8 Hz), 113.3, 104.2; MS (ES+): m/z (%) = 320.7 (100) [M +
H]~.

3-((2-chlorophenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108m)

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (97 mg, 56%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.24 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.16 (d, J=7.8 Hz, 2H), 7.79 (d, J=9.0 Hz, 1H),
7.49 - 7.32 (m, 5H), 7.08 (td, J=7.8, 1.5 Hz, 1H), 7.01 - 6.88 (m, 2H), 6.40 (dd, J=7.9, 1.4 Hz, 1H);
13C NMR (75 MHz, CDCls): §=152.3, 147.6, 134.4, 133.2, 131.2, 130.2, 128.9, 128.6, 128.41, 127.7,
127.1,127.0, 125.6, 124.6, 117.9, 113.4, 104.7; MS (ES+): m/z (%) = 336.9 (100) [M + H]*.

2-phenyl-3-(m-tolylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (108n)

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (129 mg, 80%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.28 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.24 - 8.19 (m, 2H), 7.74 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.48 - 7.30 (m, 4H), 7.09 (t, J=7.7 Hz, 1H), 6.95 (d, J=7.5 Hz, 1H), 6.90 - 6.83 (m, 2H), 6.77 (d,
J=7.8 Hz, 1H), 2.23 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=151.4, 147.2, 139.5, 135.0, 133.5, 129.4,
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128.7, 128.5, 128.4, 127.1, 126.7, 126.1, 124.6, 122.6, 117.7, 113.1, 106.5, 21.5; MS (ES+): m/z
(%) = 316.8 (100) [M + HJ*.

3-((3-methoxyphenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (1080)

=N

S

<

OMe
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (116 mg, 68%).

m.p. 90-92 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.28 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.23 - 8.16 (m, 2H), 7.73 (d,
]=9.0 Hz, 1H), 7.49 - 7.30 (m, 4H), 7.12 (t, ]=7.9 Hz, 1H), 6.88 (td, ]=6.8, 0.8 Hz, 1H), 6.71-6.64 (m,
1H), 6.61-6.53 (m, 2H), 3.67 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=160.4, 151.6, 147.2, 136.7,
133.4,130.4, 128.7, 128.5, 128.5, 126.8, 124.6, 117.8, 117.7, 113.2, 111.7, 111.3, 106.3, 55.3; MS
(ES+): m/z (%) = 332.8 (100) [M + H]*; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C20H17N20S: 333.1062
[M+H]*; found: 333.1050.

3-((3-fluorophenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108p)

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (82 mg, 50%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.25 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.20 - 8.14 (m, 2H), 7.76 (d, J=9.0 Hz, 1H),
7.50 - 7.31 (m, 4H), 7.18 (td, ]=8.0, 6.0 Hz, 1H), 6.93 - 6.87 (t, ]=6.8 Hz, 1H), 6.86 - 6.75 (m, 2H),
6.71 - 6.66 (m, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 8=163.4 (d, Jor = 249.4 Hz), 151.8, 147.3 , 137.8
(d, Jer=7.1Hz),133.1,130.9 (d, Jcr = 8.4 Hz), 128.9,128.6, 128.4,127.1, 124.4,121.1 (d, Jer =
3.0 Hz), 117.8,113.4,113.2 (d, Jer = 21.5 Hz), 112.5 (d, Jer = 24.3 Hz), 105.4; MS (ES+): m/z (%)
=320.7 (100) [M + H]*.

3-((3-chlorophenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108q)

A =N

S

<

Cl
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (84 mg, 49%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.25 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.20 - 8.13 (m, 2H), 7.75 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.50 - 7.32 (m, 4H), 7.12 (m, 2H), 7.02 (m, 1H), 6.91 (td, ]=6.8, 0.8 Hz, 1H), 6.85 - 6.79 (m, 1H);
13C NMR (75 MHz, CDCls): §=152.0, 147.5, 137.6, 135.5, 133.2, 130.6, 128.9, 128.6, 128.46, 127.1,
126.5,125.4, 124.5, 123.6, 118.3, 113.5, 105.3; MS (ES+): m/z (%) = 336.8 (100) [M + H].
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2-phenyl-3-((3-(trifluoromethyl)phenyl)thio)imidazo[1,2-a]pyridine (108r)

AN
\Nw

S

&

CF,
Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (114 mg, 60%).

mp 112-114 °C; 1H NMR (300 MHz, CDCls): 8= 8.25 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.17 (d, ]=6.8 Hz, 2H), 7.76
(d, J=9.0 Hz, 1H), 7.49 - 7.35 (m, 6H), 7.32 - 7.24 (m, 1H), 6.99 (d, ]=7.9 Hz, 1H), 6.91 (t, ]=6.8 Hz,
1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=152.2, 147.5, 137.1, 133.2, 132.2, 131.8, 130.0, 128.9, 128.7,
128.5,128.4, 127.1, 124.4, 123, 122.5, 118.0, 113.5, 104.9; MS (ES+): m/z (%) = 370.7 (100) [M +
H]*; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for CaoH14F3N2S: 371.0830 [M+H]*; found: 371.0836.

3-((2-phenylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)thio)benzonitrile (108s)

Reaction was performed using general procedure D. Yellow solid (48 mg, 29%).

m.p. 113-115 °C; H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.23 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.15 (dd, J=8.1, 1.5 Hz, 2H),
7.77 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.49 - 7.35 (m, 5H), 7.30 (t, J=7.8 Hz, 1H), 7.26 (m, 1H), 7.19 - 7.13 (m,
1H), 6.93 (td, J=6.8, 1.0 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=152.3, 147.5, 137.9, 132.9, 130.1,
129.6,129.5, 129, 128.6, 128.4, 128.3, 127.2, 124.1, 118.0, 118.0, 113.7, 113.6, 104.0 ; MS (ES+):
m/z (%) = 327.9 (100) [M + H]*; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C20H1:NsS: 328.0908 [M+H];
found: 328.0895.

4-((2-phenylimidazo[1,2-a]pyridin-3-yl)thio)aniline (108t)

AN
\Nw

S

i

H,N
Reaction was performed using general procedure D. White crystals (65 mg, 40%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.34 (d, ]=6.9 Hz, 1H), 8.29 - 8.23 (m, 2H), 7.70 (d, ]=9.0 Hz, 1H),
7.45 (t,]=7.2 Hz, 2H), 7.41 - 7.36 (m, 1H), 7.30 (ddd, J]=9.0, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 6.94 - 6.82 (m, 3H),
6.53 (d, J]=8.5 Hz, 2H), 3.62 (s, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 6=150.5, 146.8, 145.6, 133.6, 128.7,
128.5,128.5,126.5,124.6,122.3,117.6,116.2, 113.0, 108.7; MS (ES+): m/z (%) = 317.8 (100) [M
+ H]*.

3-(benzylthio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (108u)
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Reaction was performed using general procedure D. Brown solid (136 mg, 84%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.28 - 8.20 (m, 2H), 8.07 (d, J]=6.9 Hz, 1H), 7.58 (d, J]=9.0 Hz, 1H),
7.45 (t,]=7.3 Hz, 2H), 7.41 - 7.36 (m, 1H), 7.23 - 7.15 (m, 1H), 7.09 - 7.03 (m, 3H), 6.95-6.89 (m,
2H), 6.67 (td, ]=6.8, 0.9 Hz 1H), 3.81 (s, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=150.0, 146.3, 137.0,
133.8, 128.6, 128.4, 128.3, 128.2, 127.3, 125.9, 124.1, 117.2, 112.2, 109.3, 40.5; MS (ES+): m/z
(%) = 316.8 (100) [M + H]".

8-methyl-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112a)

CHs
=N
Reaction was performed following general procedure C. Light yellow solid (918 mg, 88%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.99 (dd, ]=7.2, 1.7 Hz, 3H), 7.85 (s, 1H), 7.44 (t, ]=7.6 Hz, 2H), 7.34
(t, ]=7.6 Hz, 1H), 6.96 (dt, J]=6.8, 1.3 Hz, 1H), 6.68 (t, ]=6.8 Hz, 1H), 2.68 (s, 3H). Data were in
agreement with those reported in the literature.133

7-methyl-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112b)
=N
X N\/)_Q

Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (1,81 g, 85%).

H3C

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.99 (d, J]=6.9 Hz, 1H), 7.97-7.92 (m, 2H), 7.78 (s, 1H), 7.48-7.37 (m,
3H), 7.36-7.328 (m, 1H), 6.61 (dd, J]=6.9, 1.6 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H). Data were in agreement with
those reported in the literature.134

6-methyl-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112c)
NN
N N\/)_Q

Reaction was performed following general procedure C. Yellow solid (1,86 g, 89%).

H3C

H NMR (300 MHz, CDCls): 6=7.99-7.89 (m, 3H), 7.80 (s, 1H), 7.54 (d, ]=9.2 Hz 2H), 7.44 (dd,
]=8.3, 6.8 Hz, 2H), 7.36-7.29 (m, 1H), 7.03 (dd, J=9.2, 1.7 Hz, 1H), 2.33 (s, 3H). Data were in
agreement with those reported in the literature.133

5-methyl-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112d)
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NN
CH,

Reaction was performed following general procedure C. Greenish solid (289 mg, 14%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=; 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=8.01 (d, ]=7.2 Hz, 2H), 7.77 (s, 1H),
7.57 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.46 (t, ]=7.2 Hz, 2H), 7.34 (t, ]=7.2 Hz, 1H), 7.17 (dd, J=9.0, 6.9 Hz, 1H),
6.64 (d, ]=6.9 Hz, 1H), 2.65 (s, 3H). Data were in agreement with those reported in the
literature.135

8-methoxy-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112f)

OMe
=N
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (662 mg, 59%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.05-7.95 (m, 2H), 7.83 (s, 1H), 7.74 (dd, J=6.7, 1.0 Hz, 1H), 7.45-
7.38 (m, 2H), 7.35-7.28 (m, 1H), 6.67 (dd, ]=7.6, 6.7 Hz, 1H), 6.44 (dd, ]=7.6, 1.0 Hz, 1H), 4.03 (s,
3H). Data were in agreement with those reported in the literature.136

7-methoxy-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112g)
Al
X NJ—@

Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (441 mg, 39%).

MeO.

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=7.93 (d, J=7.2 Hz, 3H), 7.71 (s, 1H), 7.43 (t, J=7.5 Hz, 2H), 7.32 (t,
J=7.2 Hz, 1H), 6.93 (d, ]=2.5 Hz, 1H), 6.52 (dd, J=7.5, 2.5 Hz, 1H), 3.88 (s, 3H). Data were in
agreement with those reported in the literature.137

N,N-dimethyl-4-(2-phenylimidazo[1,2-a]pyridin-7-yl)aniline (112h)
|

_N
A~ _N
X Nf@

In a microwave tube under argon, 7-chloro-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (1.31 mmol, 300
mg, 1 eq), 4-(dimethylamino)phenylboronic acid (1.57 mmol, 260 mg, 1.2 eq), sodium carbonate
(5.25 mmol, 556 mg, 4 eq), tri-tert-butylphosphine tetrafluoroborate (0.079 mmol, 23 mg, 0.06
eq), Tris(dibenzylideneacetone)dipalladium (0.026 mmol, 24 mg, 0.02 eq) were solubilized in
8:1 DMF:H,0 (5 mL). The reaction was heated by microwave irradiation at 110 °C for 1 h. After,
the reaction mixture was diluted with ethyl acetate (50 mL) and washed with saturated sodium
carbonate solution (3x50 mL) and distilled water (3x50 mL). The organic layer was dried over
anhydrous sodium sulfate and the solvent was removed under reduced pressure. The crude was
dissolved in a minimum of DCM and pentane was added until the formation of a precipitate. The
resulting solid was filtered, washed with pentane and dried under vaccum to give the
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corresponding product as a yellow solid (167 mg, 41%); m.p. 77-79 °C; H NMR (300 MHz,
CDCl3): 6=8.09 (d, J=7.0 Hz, 1H), 7.97 (d, ]=7.4 Hz, 2H), 7.82 (s, 1H), 7.78 (s, 1H), 7.58 (d, ]=8.2 Hz,
2H), 7.44 (t,]=7.1 Hz, 2H), 7.37-7.28 (m, 1H), 7.07 (d, ]=7.2 Hz, 1H), 6.82 (d, ]=8.4 Hz, 2H), 3.02
(s, 6H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=150.5, 146.7, 146.1, 137.9, 133.9, 128.7,127.9, 127 .4, 126.1,
126, 125.2,112.7, 112.1, 112.0, 107.5, 40.4; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C21H20N3: 314.1657
[M+H]*; found: 314.1657.

2-phenylimidazo[2,1-a]isoquinoline (112i)

o

Reaction was performed following general procedure C. Light yellow solid (916 mg, 75%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.75 (dd, ]=7.9, 1.3 Hz, 1H), 8.03 (d, ]=7.2 Hz, 2H), 7.91 (d, ]=7.2 Hz,
1H), 7.83 (s, 1H), 7.74-7.54 (m, 3H), 7.47 (t,]=7.5 Hz, 2H), 7.34 (t, ]=7.5 Hz, 1H), 7.04 (d, ]=7.2 Hz,
1H). Data were in agreement with those reported in the literature.136

8-chloro-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112j)

Cl
=N
Reaction was performed following general procedure C. White solid (1,54 g, 64%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8007 (dd, ]=6.7, 1.1 Hz, 1H), 8.03-7.98 (m, 2H), 7.92 (s, 1H), 7.45 (t,
]=7.4 Hz, 2H), 7.41-7.29 (m, 1H), 7.25 (dd, ]=7.4, 1.1 Hz, 1H), 6.72 (t, J=7.1 Hz, 1H). Data were in
agreement with those reported in the literature.133

6-chloro-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine (112Kk)
/ /N
N N\/)—Q

Reaction was performed following general procedure C. Yellow solid (1,75 g, 73%).

Cl

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.19 (dd, J=1.9, 0.9 Hz, 1H), 7.99-7.92 (m, 2H), 7.85 (s, 1H), 7.59 (d,
]=9.6 Hz, 1H), 7.46 (t, ]=7.4 Hz, 2H), 7.40-7.33 (m, 1H), 7.15 (dd, J=9.6, 1.9 Hz, 1H). Data were in
agreement with those reported in the literature.133

2-phenyl-8-(trifluoromethyl)imidazo[1,2-a]pyridine (1121)

CF,
AN
SVaw,

Reaction was performed following general procedure C. Yellow solid (644 mg, 24%).
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1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.29 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.01 (d, J=7.0 Hz, 2H), 7.95 (s, 1H), 7.52 (d,
]=7.2 Hz, 1H), 7.45 (t, ]=7.4 Hz, 2H), 7.39-7.32 (m, 1H), 6.85 (t, ]=7.0 Hz, 1H). Data were in
agreement with those reported in the literature.133

2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine-6-carbonitrile (112m)
=N
X N\/)_Q

Reaction was performed following general procedure C. Brown solid (1,37 g, 62%).

NC

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6= 8.20 (dd, ] = 7.0, 1.0 Hz, 1H), 8.08-7.90 (m, 4H), 7.46 (d, ] = 7.8 Hz,
2H), 7.40 (d, ] = 7.3 Hz, 1H), 6.94 (dd, ] = 7.0, 1.6 Hz, 1H). Data were in agreement with those
reported in the literature.134

2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridine (112n)
_N
i NJ_@ Chs
Reaction was performed following general procedure C. Light yellow solid (813 mg, 83%).

H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.11 (d, J=6.8 Hz, 1H), 7.90-7.81 (m, 3H), 7.63 (d, ]=9.4 Hz, 1H),
7.26 (d, ]=7.6 Hz, 2H), 7.16 (ddd, ]=9.4, 6.8, 1.0 Hz, 1H), 6.77 (dt, ]=6.8, 1.0 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H).
Data were in agreement with those reported in the literature.133

2-(4-methoxyphenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (1120)
_N
i N\/)—QOMe
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (1,55 g, 79%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.10 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 7.90 (d, ]=8.8 Hz, 2H), 7.78 (s, 1H), 7.61 (d,
J=9.1 Hz, 1H), 7.15 (ddd, ]=9.1, 6.8, 1.1 Hz, 1H), 6.98 (d, ]=8.8 Hz, 2H), 6.76 (td, ]=6.8, 1.1 Hz, 1H),
3.86 (s, 3H). Data were in agreement with those reported in the literature.134

2-(4-(trifluoromethyl)phenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (112p)
_N
i NJ_@CF?’
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (803 mg, 82%).

1H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.14 (d, J]=6.8 Hz, 1H), 8.07 (d, J=8.1 Hz, 2H), 7.93 (s, 1H), 7.74-7.60
(m, 3H), 7.21 (ddd, J=9.0, 7.5, 1.1 Hz, 1H), 6.82 (td, ]=6.8, 0.6 Hz, 1H). Data were in agreement
with those reported in the literature.133

2-(4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (112q)
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=N
X Nj_@F
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (741 mg, 76%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.11 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 7.92 (dd, ]=8.8, 5.4 Hz, 2H), 7.81 (s, 1H), 7.62
(d, ]=8.8 Hz, 1H), 7.22-7.08 (m, 3H) 6.78 (td, J=6.8, 1.2 Hz, 1H). Data were in agreement with
those reported in the literature.!33

4-(imidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)benzonitrile (112r)
_N
QW
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (532 mg, 54%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.12 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.03 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.93 (s, 1H), 7.69 (d,
J=8.5 Hz, 2H), 7.62 (d, ]=9.2 Hz, 1H), 7.21 (ddd, ]=9.2, 6.8, 1.1 Hz, 1H), 6.82 (td, ]=6.8, 1.1 Hz, 1H).
Data were in agreement with those reported in the literature.133

2-(4-nitrophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (112s)
_N
i NJ_@N%
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (381 mg, 39%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.31 (d, ]=8.8 Hz, 2H), 8.19-8.09 (m, 3H), 8.00 (s, 1H), 7.66 (d, ]=9.5
Hz, 1H), 7.27-7.20 (m, 1H), 6.85 (t, ]=7.1 Hz, 1H). Data were in agreement with those reported in
the literature.138

2-(4-chlorophenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (112t)
_N
QYW
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (774 mg, 76%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.11 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 7.89 (d, ]=8.6 Hz, 2H), 7.84 (s, 1H), 7.62 (d,
J=9.1 Hz, 1H), 7.40 (d, ]=8.6 Hz, 1H), 7.18 (ddd, ]=9.1, 6.8, 1.1 Hz, 1H), 6.79 (td, ]=6.8, 1.1 Hz, 1H).
Data were in agreement with those reported in the literature.133

2-(naphthalen-2-yl)imidazo[1,2-a]pyridine (112u)

ZaAl
@

Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (744 mg, 75%).

H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.52 (s, 1H), 8.13 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.04-7.81 (m, 5H), 7.67 (d, ]=9.1
Hz, 1H), 7.53-7.42 (m, 2H), 7.22-7.14 (m, 1H), 6.78 (t, ]=6.8 Hz, 1H). Data were in agreement with
those reported in the literature.137
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(E)-2-styrylimidazo[1,2-a]pyridine (112v)

NN
gﬂ@

2-aminopyridine (5 mmol, 470 mg), (E)-4-phenyl-3-buten-2-one (10 mmol, 1461 mg), Cul (0,25
mmol, 48 mg) and BFz. OEt; (0,5 mmol, 62 pL) were dissolved in DMF (2 mL). The flask was
purged with O and the reaction mixture was stirred at 60°C for 24 h. The reaction mixture was
allowed to cool to rt and poured into 20 mL of sodium carbonate solution. The product was
extracted with DCM and dried over anhydrous MgS0s. The crude was evaporated and then
purified by column chromatography on silica gel using a gradient from cyclohexane to
cyclohexane/AcOEt 30 % to afford the desired product as a beige solid (388 mg, 35%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.07 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 7.63-7.51 (m, 5H), 7.36 (t, ]=7.4 Hz, 2H), 7.27
(t, ]=7.4 Hz, 1H), 7.20-7.11 (m, 2H), 6.75 (t, ]=6.8 Hz, 1H). Data were in agreement with those
reported in the literature.125

6-phenylimidazo[2,1-b]thiazole (112y)
S—_N
A/
Reaction was performed following general procedure C. Beige solid (834 mg, 83%).

1H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=7.83 (d, ]=7.3 Hz, 2H), 7.74 (s, 1H), 7.45-7.36 (m, 3H), 7.32-7.24 (m,
1H), 6.81 (d, J=4.5 Hz, 1H). Data were in agreement with those reported in the literature.!33

8-methyl-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115a)
CHs

=N
\Nw

S

C

Yellow solid (120 mg, 74%); 'H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.22 - 8.16 (m, 2H), 8.14 (d, ]=6.8 Hz,
1H), 7.48-7.32 (m, 3H), 7.24-7.16 (m, 2H), 7.16 - 7.09 (m, 2H), 7.03 - 6.96 (m, 2H), 6.78 (t, ]=6.8
Hz, 1H), 2.72 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=151.2, 147.5, 135.6, 133.8, 129.5, 128.6, 128.5,
127.8,126.0,125.6, 125.5, 122.4, 113.1, 106.5, 16.9; MS (ES+): m/z (%) = 316.8 (100) [M + H]*.

7-methyl-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115b)

H;C.

Yellow solid (119 mg, 73%); 'H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.19 (d, ]=7.4 Hz, 2H), 8.13 (d, ]=6.6
Hz, 1H), 7.49 (s, 1H), 7.46-7.33 (m, 3H), 7.24-7.08 (m, 3H), 6.99 (d, ]=7.6 Hz, 2H), 6.68 (d, ]=6.1
Hz, 1H), 2.43 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=151.4, 147.6, 138.0, 135.6, 133.6, 129.5, 128.6,
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128.5, 1284, 126.0, 125.6, 123.8, 116.3, 115.8, 105.5, 21.5; MS (ES+): m/z (%) = 316.8 (100) [M
+ H]J*.

6-methyl-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115c)

Yellow solid (98 mg, 60%); H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.22 - 8.15 (m, 2H), 8.07 (s, 1H), 7.64
(d, J=9.1 Hz, 1H), 7.46-7.34 (m, 3H), 7.25 - 7.12 (m, 4H), 7.04 - 6.97 (m, 2H), 2.31 (s, 3H); 13C
NMR (75 MHz, CDCls): 6=151.3, 146.2, 135.6, 133.5, 129.8, 129.4, 128.5, 128.4, 128.3, 125.9,
125.4,122.9,122.2,117.0, 105.6, 18.4; MS (ES+): m/z (%) = 316.8 (100) [M + H]*.

5-methyl-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115d)
/ /N
O

(:Hi :S
Yellow solid (27 mg, 17%); 'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.01 - 7.95 (m, 2H), 7.63 (d, ]=8.9 Hz,
1H), 7.41 - 7.33 (m, 3H), 7.28 - 7.18 (m, 3H), 7.12 (t, ]=7.4 Hz ,1H), 6.97 (d, ]=8.3 Hz, 2H), 6.56 (d,
J=6.9 Hz, 1H), 2.97 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=154.1, 149.1, 140.6, 138.9, 133.7, 129.6,

129.1, 128.6, 128.3, 127.0, 125.6, 124.9, 116.3, 115.1, 107.1, 20.6; MS (ES+): m/z (%) = 316.9
(100) [M + H]*.

8-methoxy-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115e)
OMe

/ /N
N Nw

S

@

Brown solid (84 mg, 49%); 'H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.29 - 8.19 (m, 2H), 7.92 (d, J=6.7 Hz,
1H), 7.45-7.32 (m, 3H), 7.23 - 7.09 (m, 3H), 7.03 - 6.96 (m, 2H), 6.76 (t, ]=7.2 Hz, 1H), 6.61 (d,
J=7.5 Hz, 1H), 4.07 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=150.7, 149.1, 141.4, 135.4, 133.3, 129.5,
128.6, 128.5, 128.3, 126.1, 125.7, 117.3, 113.0, 107.4, 103.0, 56.1; MS (ES+): m/z (%) = 332.8
(100) [M + H]*.
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7-methoxy-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115f)

=N
\N\/)_Q

S

@

Pink solid (134 mg, 78%); H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.31-8.16 (m, 2H), 8.07 (d, ]=7.5 Hz, 1H),
7.46-7.34 (m, 3H), 7.24-7.18 (m, 2H), 7.16-7.10 (m, 1H), 7.04 - 6.99 (m, 3H), 6.57 (dd, J]=7.5, 2.5
Hz, 1H), 3.89 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=159.6, 151.2, 148.6, 135.6, 133.4, 129.5, 128.5,
128.4,128.2,126.0, 125.5, 124.9, 107.9, 104.8, 95.2, 55.8; MS (ES+): m/z (%) = 332.8 (100) [M +
H]J~.

MeO

7-methoxy-2-phenyl-3-((4-(trifluoromethyl)phenyl)thio)imidazo[1,2-a]pyridine (115g)

/ /N
N N&

S

o

F3C

MeO.

Yellow solid (45 mg, 51%); m.p. 109-111 °C; 'H NMR (300 MHz, CDCls): 5=8.16 - 8.10 (m, 2H),
8.02 (d, J=7.5 Hz, 1H), 7.48 - 7.36 (m, 5H), 7.10 - 7.02 (m, 3H), 6.60 (dd, ]=7.5, 2.4 Hz, 1H), 3.90
(s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=159.9, 152.0, 149.1, 141.1, 133.3, 128.8, 128.6, 128.2, 126.4,
125.9, 125.2, 124.7, 122.3, 108.3, 103.1, 95.5, 55.9; MS (ES+): m/z (%) = 400.9 (100) [M + H]*
HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for Ca1H16N20FsS: 401.0935 [M+H]*; found: 401.0932.

N,N-dimethyl-4-(2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridin-7-yl)aniline (115h)
\

/N
=N

S

!

Yellow solid (62 mg, 46%); m.p. 251-253 °C; tH NMR (300 MHz, CDCls): §=8.25-8.20 (m, 3H),
7.87 (s, 1H), 7.59 (d, ]=8.7 Hz, 2H), 7.48-7.34 (m, 3H), 7.26-7.19 (m, 2H), 7.17-7.11 (m, 2H), 7.04
(d, J=7.5 Hz, 2H), 6.81 (d, ]=8.8 Hz, 2H), 3.03 (s, 6H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=150.7, 147.9,
140.0, 135.6, 133.5, 129.5, 128.5, 128.4, 128.3, 127.6, 126.0, 125.6, 124.1, 112.6, 112.0, 105.4,
40.4; MS (ES+): m/z (%) = 422.2 (100) [M + H]*; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for Ca;Ha4NsS:
422.1691 [M+H]*; found: 422.1683.

2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[2,1-a]isoquinoline (115i)

Yellow solid (63 mg, 35%); m.p. 160-163 °C; tH NMR (300 MHz, CDCls): §=8.82 (d, ]=7.8 Hz, 1H),
8.30 - 8.23 (m, 2H), 8.11 (d, ]=7.3 Hz, 1H), 7.77 - 7.73 (m, 1H), 7.73 - 7.67 (m, 1H), 7.66 - 7.60
(m, 1H), 7.50 - 7.42 (m, 2H), 7.41 - 7.34 (m, 1H), 7.25-7.17 (m, 2H), 7.16-7.09 (m, 2H), 7.07 -
7.01 (m, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=149.9, 145.1, 137.1, 135.8, 133.6, 130.4, 129.5, 129.0,
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128.5, 128.4, 128.3, 127.1, 126.1, 125.7, 123.8, 123.7, 121.3, 113.7, 108.5; MS (ES+): m/z (%) =
352.9 (100) [M + H]*; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for CysHisN,S: 353.1112 [M+H]*; found:
353.11009.

6-chloro-2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115Kk)

=N
N/
o N :

S

o

Yellow solid (60 mg, 35%); H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.34 - 8.30 (m, 1H), 8.23 - 8.17 (m,
2H), 7.67 (d, ]=9.4 Hz, 1H), 7.49 - 7.35 (m, 3H), 7.29 (dd, ]=9.5, 2.0 Hz, 1H), 7.25 - 7.20 (m, 2H),
7.19 - 7.14 (m, 1H), 7.04 - 6.98 (m, 2H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=152.3, 145.5, 134.7, 133.0,
129.7,129.0, 128.6, 128.4, 128.2, 126.4, 125.8, 122.6, 121.7, 118.2, 107.3; MS (ES+): m/z (%) =
336.9 (100) [M + H]*.

3-(phenylthio)-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridine (115n)

=N
g />—< >7CH3

S

>4

Yellow solid (120 mg, 73%); tH NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.26 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.11 (d, ]=8.1
Hz, 2H), 7.72 (d, ]=9.0 Hz, 1H), 7.36 - 7.28 (m, 1H), 7.24 - 7.12 (m, 4H), 7.03 - 6.97 (m, 2H), 6.85
(td, ]=6.8, 0.7 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=151.5, 147.1, 138.5, 135.3, 130.5,
129.4, 129.2, 128.2, 126.6, 126.0, 125.5, 124.4, 117.5, 113.0, 105.9, 21.4; MS (ES+): m/z (%) =
316.8 (100) [M + H]*.

2-(4-methoxyphenyl)-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (1150)

NN

S

>4

Yellow solid (94 mg, 55%); H NMR (300 MHz, CDCls): 5=8.26 (d, J=6.8 Hz, 1H), 8.20-8.13 (m,
2H), 7.71 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.36 - 7.28 (m, 1H), 7.24 - 7.09 (m, 3H), 7.03 - 6.93 (m, 4H), 6.89 -
6.81 (m, 1H), 3.83 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): §=160.0, 151.3, 147.1, 135.3, 129.7, 129.5,
126.6, 126.0, 126.0, 125.5, 124.4, 117.4, 113.9, 112.9, 105.3, 55.3; MS (ES+): m/z (%) = 332.8
(100) [M + H]*.

3-(phenylthio)-2-(4-(trifluoromethyl)phenyl)imidazo[1,2-a]pyridine (115p)
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Yellow solid (99 mg, 52%); 'H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.35 (d, ]=8.2 Hz, 2H), 8.31 (d, ]=6.9 Hz,
1H), 7.75 (d, ]=9.0 Hz, 1H), 7.69 (d, J=8.3 Hz, 2H), 7.42 - 7.32 (m, 1H), 7.25-7.12 (m, 3H), 7.02 -
6.96 (m, 2H), 6.91 (td, ]=6.8, 0.5 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 8= 149.8, 147.3, 137.0, 134.7,
130.5, 130.1, 129.7, 129.6, 128.6, 128.5, 127.3, 127.1, 126.4, 126.4, 126.1, 125.7, 125.6, 125.3,
124.7,124.6,122.5,118.0,117.9, 113.6, 107.4; MS (ES+): m/z (%) = 370.7 (100) [M + H]*.

2-(4-fluorophenyl)-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115q)

=N
\N\/\/\ ()F

S

!

Beige solid (115 mg, 70%); H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.27 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 8.23-8.16 (m,
2H), 7.72 (d, ]=9.0 Hz, 1H), 7.34 (t, ]=7.8 Hz, 1H), 7.25-7.18 (m, 2H), 7.17 - 7.08 (m, 3H), 6.99 (d,
J=7.2 Hz, 2H), 6.88 (t, J=6.5 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 8= 164.8 , 161.5 , 150.6 , 147.6,
135.1,130.2 (d, Jor = 8.2 Hz), 129.6, 126.9, 126.2, 125.6,, 124.6, 117.7, 115.5 (d, ] c.u= 21.5 Hz),
113.2,106.1; MS (ES+): m/z (%) = 320.7 (100) [M + H]J*.

4-(3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)benzonitrile (115r)

=N

S

@

Yellow solid (58 mg, 35%); 'H NMR (300 MHz, CDCls): 6=8.41-8.27 (m, 2H), 8.30 (d, J=6.9 Hz,
1H), 7.77-7.67 (m, 3H), 7.42 - 7.34 (m, 1H), 7.27-7.15 (m, 3H), 7.01 - 6.95 (m, 2H), 6.92 (td,
J=6.9, 0.7 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=149.0, 147.3, 137.9, 134.4, 132.3, 129.7, 128.7,
127.4,126.5,125.7,124.7,119.1, 118.0, 113.8, 111.9, 107.9; MS (ES+): m/z (%) = 327.8 (100) [M
+ HJ*.

2-(naphthalen-2-yl)-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115u)

AN=N

S

@

Beige solid (132 mg, 73%); 1H NMR (300 MHz, CDCls): §6=8.72 (s, 1H), 8.39 (dd, ]=8.6, 1.4 Hz, 1H),
8.33 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 7.94-7.88 (m, 2H), 7.87 - 7.82 (m, 1H), 7.78 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.51 - 7.44
(m, 2H), 7.37 (ddd, J=8.7, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.24 - 7.19 (m, 2H), 7.18 - 7.13 (m, 1H), 7.08-7.03 (m,
2H), 6.90 (t, J=6.1 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): 8=151.4, 147.3, 135.3, 133.5, 130.9, 128.8,
128.1,128.0,127.7,126.9,126.5,126.3, 126.2, 126.0, 125.9, 124.6, 117.8, 113.3, 106.9; MS (ES+):
m/z (%) =352.9 (100) [M + H]*.
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(E)-3-(phenylthio)-2-styrylimidazo[1,2-a]pyridine (115v)
NN
1

Orange oil (67 mg, 40%); H NMR (300 MHz, CDCls): §=8.19 (d, ]=6.9 Hz, 1H), 7.82 (d, ]=16.1 Hz,
1H), 7.67 (d, ]=9.1 Hz, 1H), 7.61 (d, ]=7.7 Hz, 2H), 7.47 (d, J=16.1 Hz, 1H), 7.40 - 7.10 (m, 7H),
7.03 (d, J=8.0 Hz, 2H), 6.82 (t, ]=6.8 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=150.4, 147.8, 137.1,
135.2,133.0, 129.5, 128.8, 128.3, 127.2, 127.2, 126.4, 126.3, 124.5, 118.3, 117.4, 112.9; MS (ES+):
m/z (%) = 328.9(100) [M + H]*.

2-methyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115w)

7 N

< N\/kcm

S

>4

White cristals (76 mg, 61%); tH NMR (300 MHz, CDCls): §=8.15 (d, J=6.8 Hz, 1H), 7.60 (d, ]=9.0
Hz, 1H), 7.31-7.22 (m, 1H), 7.22-7.15 (m, 2H), 7.15-7.07 (m, 1H), 6.93 (d, J=7.6 Hz, 2H), 6.81 (t,
J=6.9 Hz, 1H), 2.58 (s, 3H); 13C NMR (75 MHz, CDCls): §=151.8, 147.1, 135.7, 129.4, 126.1, 126.0,
125.7,124.4,117.1, 112.7, 14.1; MS (ES+): m/z (%) = 240.8 (100) [M + H]*.

2,3-bis(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine (115x)
=N
S0

Brown solid (32 mg, 19%); tH NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.20 (d, ]=6.8 Hz, 1H), 7.65 (d, ]=9.0 Hz,
1H), 7.49-7.44 (m, 2H), 7.34 - 7.27 (m, 1H), 7.27 - 7.21 (m, 2H), 7.20 - 7.16 (m, 3H), 7.16 -
7.12(m, 1H), 7.03-6.98 (m, 2H), 6.87 (t, J=6.8 Hz, 1H); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 6=148.1, 147.6,
134.6, 134.3, 131.0, 129.4, 129.1, 127.2, 126.8, 126.8, 126.6, 124.6, 117.8, 113.5; MS (ES+): m/z
(%) = 334.8 (100) [M + H]*; HRMS (ESI-TOF): m/z calcd for C19H15N2S2: 335.0677 [M+H]*; found:
335.0668.

6-phenyl-5-(phenylthio)imidazo[2,1-b]thiazole (115y)
S<_N

GO

ot

Orange oil (76 mg, 49%); 'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6=8.10 (d, J=7.1 Hz, 2H), 7.43 - 7.31 (m,
4H), 7.23 (d, J=7.6 Hz, 2H), 7.16 (d, ]=7.2 Hz, 1H), 7.07 (d, ]=7.2 Hz, 2H), 6.85 (d, ]=4.5 Hz, 1H); 13C
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NMR (75 MHz, CDCls): §=152.7, 151.5, 135.9, 133.6, 129.5, 128.5, 128.3, 127.6, 126.2, 125.9,
118.1,113.1, 107.8; MS (ES+): m/z (%) = 308.8(100) [M + H]*.
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Evaluation biologique

Fluorometric assay (Abcam ADP Assay Kit (Colorimetric/Fluorometric))

In a 96-well plate, a set of standard wells containing 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0 nmol of ADP was
first prepared by diluting a commercial concentrated solution of ADP in water (supplied in
Abcam kit). In test wells, 10 pL of a 150 ng/mL solution of TAM protein (ThermoFisher) in
reaction buffer (supplied in Abcam kit) was dispensed. A control well containing only DMSO at
the same concentration was prepared alongside. Potential inhibitors were then added to the
enzyme at various concentrations (5X) as 10 pL of a 5% DMSO/water solution and incubated 5
min. Each well was then completed to 50 pL with 30 pL of buffer containing ATP (5.2 uM) and
the poly (Glu-Ala-Tyr) peptide (7 pg/mL) as substrate and incubated for 5 min (Tyro3) or 10
min (Axl and Mer). “Reaction Mix” was subsequently prepared (supplied in Abcam kit) and 50 pL
and was added to each well, including standard wells. After 30 min of incubation, fluorescence
was read at 590 nm upon excitation at 540 nm and compared to that of standard wells to
recover the ADP concentration in the corresponding well. Control well therefore gives the
maximum concentration of ADP that can be produced by the protein, in the same conditions
with no inhibitor. The ICso values were determined by plotting ADP concentration as a function
of small molecule concentration.

Bioluminescence assay

In a 96-well plate, a set of standard wells containing a range of solutions of ADP+ATP between 0
and 10 pM in ADP was first prepared by diluting a commercial concentrated solution of ADP and
ATP in buffer (40 mM Tris (pH=7.5), 20 mM MgCl;, 0.1 mg/mL BSA, 2 mM DTT). In test wells, 10
uL of potential inhibitors at various concentrations (2.5X in buffer) were dispensed. 5 uL of 2.5X
ATP/poly Glu-Ala-Tyr 1:1:1 (25 pM, 625 pg/mL in buffer) solution were added. 10 pL of a 0.5
pug/mL solution of TAM protein (ThermoFisher or Promega) in reaction buffer were then
dispensed. The plate was incubated 2 hours at rt.

25 uL of « ADP-Glo Reagent» (supplied in Promega kit) were added in each well, including
standard wells, and the plate was incubated for 40 min at rt. 50 pL of « Kinase Detection
Reagent » (supplied in Promega kit) were added in each well, including standard wells. After 30
minutes of incubation at rt, luminescence was read.

The ICso values were determined by plotting ADP concentration as a function of small molecule
concentration.
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Modélisation moléculaire

Molecular modelling was performed with Schréodinger Maestro, version 11.3, 2017, Schrédinger,
LLC, New York, NY, USA. The RCSB protein data bank (pdb) crystal structures 3QUP, 5U6B and
3BRB were used for Tyro3, Axl and Mer modelling studies respectively. The protein structure
was initially prepared with the Protein Preparation Wizard 2015-4 (Epik version 2.4,
Schrodinger, LLC, 2015; Impact version 5.9, Schrodinger, LLC, 2015; Prime version 3.2,
Schrodinger LLC, 2015). Ionization states and tautomers were generated with LigPrep, version
3.6, Schrodinger, LLC, 2015. Ligand docking and receptor grid generation was performed with
Glide, version 6.9, Schrodinger, LLC, 2015. Interactions between the docked molecules and the
protein were visualized using VMD software and Maestro Ligand Interaction Diagrams.
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Photoclivages

Irradiations were performed using Rayonet RPR-200 system, 16 lamps, 350 nm. The solutions
(10 uM in DMSO) were irradiated in glass tubes held by pliers (distance lamp-tube = 2 cm).
Samples were taken every minutes and directly injected in LC-MS. LC-MS spectra (ESI in the
positive ion mode) were recorded on a Waters Micromass ZQ instrument (source voltage 30 kV)
coupled to a Waters Alliance Separations Module 2695, equipped with a Phenomenex C18 - 3 pm
column (3.0 x 100 mm) and a Waters PDA 2998, using the following gradient: eluent A : H,0 +
0.1% formic acid; eluent B : CH3CN + 0.1% formic acid : 0 min (98/2), 1 min (98/2), 7 min
(0/100), 9 min (0/100), 13 min (98/2).

Absorption spectra were recorded with an Hitachi U-2900 spectrophotometer in quartz cells
(path length 1 cm), using slit widths of 2 nm and a scan rate of 150 nm.min-1.
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Résumé : La famille TAM regroupe trois tyrosines kinases
transmembranaires : Tyro3, Axl et Mer. Ces trois protéines
sont impliquées dans de nombreux mécanismes de
signalisation et de régulation cellulaire, notamment de
croissance et d'apoptose. La famille TAM a été identifiée
comme nouvelle cible thérapeutique prometteuse dans le
traitement de certains cancers, de maladies auto-immunes
et d'infections virales. Toutefois, il n'existe que peu de
molécules ayant été spécialement congues comme
inhibiteurs de TAM, la plupart s'intéressant a Axl ou Mer.
La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a
I'optimisation d’inhibiteurs de TAM basés sur le noyau
imidazo[4,5-f]pyridine. La conception par modélisation
moléculaire, la synthése et |'évaluation biologique seront
discutées.

Pour contourner les problemes de sélectivité inhérents
aux protéines kinases, nous avons choisi d'appliquer le
concept de la photopharmacologie.

Cette stratégie permet de contrdler spatialement et
temporellement la distribution de la drogue
uniquement dans la zone a traiter par I'utilisation de la
lumiere, et donc d'éviter les effets secondaires.
L'approche utilisant les groupements photo-labiles
(GPL) consiste a masquer une fonction chimique
importante pour l'activité thérapeutique, ce qui rend la
molécule temporairement inactive. L'irradiation du
composé induit le clivage du groupement et ainsi la
restauration de I'activité inhibitrice.

Nous avons introduit différents groupements photo-
labiles (GPL) sur I'azote N3 de nos inhibiteurs. Le choix
du groupement, la synthése, I'étude du photo-clivage et
I'évaluation biologique des composés seront présentés
dans le deuxiéme chapitre.

Enfin, nous avons développé une méthodologie de
sulfénylation directe d'imidazopyridines utilisant le
DABCO.(SO2), un précurseur de dioxyde de soufre
comme source de soufre.

Title : Light-triggered inhibitors of the TAM family — Direct sulfenylation of imidazopyridines
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Abstract : The TAM family consists in 3 tyrosine kinases :
Tyro3, Axl and Mer. These proteins are involved in many
cellular processes and pathways. The TAM family has been
identified as a new promising target for cancer therapy,
autoimmune diseases and viral infections. However, only a
few inhibitors have been developped for this family.

The first chapter of this manuscript is dedicated to the
conception, synthesis and biological evaluation of new
inhibitors for the TAM family.

To bypass the maindrawback of protein kinase inhibitors,
selectivity, we chose to apply the concept of
photopharmacology.

This strategy enable spatial and temporal control of the
drug delivery upon irradiation. By blocking a key
position of the inhibitor with a photoremovable group,
we can inactivate the molecule, and restore the activity
upon irradiation.

We introduced different photoremovable protecting
groups on our inhibitors. The choice of the groups, the
synthesis, the photo-cleavage and the biological
evaluation will be discussed in chapter 2.

Finally, we also developped a methodology for direct
sulfenylation of imidazopyridines using DABCO.(SO>).
as sulfur source.
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